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Résumé

Le piment piquant (Capsicuum annum L .) et fort est originaire d'’Amérique (centrale et
Sud), de nombreuses variétés issues de plusieurs especes se sont répandus dans le monde
entier. Nous avons réalisé des travaux menés au sein de 1’école nationale de biotechnologie
(ENSB) pour I’extraction du piment (Capsicuum annum L .) d’une part, d’autre part au
centre de recherche de biotechnologie (CRBT) pour les activités biologiques et la
formulation.

Notre travail consiste a étudier les activités phytochimiques, antioxydantes et anti-
inflammatoires des piments séchés (rouges) cultivés dans la région de Guelma
dévoilées par ,

les méthodes de dosage de Folin-Ciocalteu pour quantifier les polyphénols totaux , les
dosages de flavonoides ; les tests ABTS, FRAP, SNP, DPPH et Phénanthroline pour
mesurer l'activité antioxydante et l'inhibition de la dénaturation de la BSA par la
méthode Kandikattu K pour l'activité anti-inflammatoire.

Nous avons pu determiner la composition chimique des piments et ‘évaluer leurs
propriétés biologiques, suivis par la conception de la formulation et la fabrication de
gel anti-inflammatoire », donc, on essaie de plus en plus de privilégier la médecine

naturelle.

Mots clés  Activités biologiques, (Capsicuum annum L .), flavonoides, gel anti-

inflammatoire , huiles essentielles,.
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ABSTRACT

The hot pepper (Capsicuum annum L .) and spicy is native to America (Central and South),
many varieties from several species have spread throughout the world. We have carried out
work at the National School of Biotechnology (ENSB) for the extraction of pepper
(Capsicuum annum L .) on the one hand, and on the other hand at the Biotechnology
Research Center (CRBT) for the biological activities and formulation.

Our work consists in studying the phytochemical, antioxidant and anti-inflammatory activities
of dried chillies (red) grown in the region of Guelma revealed by ,

Folin-Ciocalteu assay methods to quantify total polyphenols, flavonoids assays; ABTS,
FRAP, SNP, DPPH and Phenanthroline tests to measure antioxidant activity and inhibition of
BSA denaturation by Kandikattu K method for anti-inflammatory activity.

We were able to determine the chemical composition of chillies and evaluate their biological
properties, followed by the design of the formulation and manufacture of anti-inflammatory

gel”, therefore, we are trying more and more to focus on natural medicine.

Keywords : Biological activities, Capsicum annuum, flavonoids, anti-inflammatory gel,

essential oils,.
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Introduction :

La phytothérapie est l'utilisation de plantes ou de médicaments a base de plantes pour traiter
naturellement divers maux du corps humain. C'est sans aucun doute le meilleur moyen de
prévenir et de soigner la plupart de nos maux du quotidien. Les plantes sont une option qui
fournit naturellement a l'organisme les substances dont il a besoin pour maintenir son
équilibre de vie.

Pendant des siecles, et a travers les continents, les gens ont pu acquérir des connaissances sur
les plantes et leurs propriétés thérapeutiques. Il y a un intérét croissant pour la médecine
traditionnelle de la part des universités et de l'industrie.

Aujourd'hui, I'efficacité de médecine traditionnelle est reconnue et scientifiguement prouvée.
Ses bienfaits indéniables sur notre santé et sa dimension naturelle font entrer la phytothérapie
dans notre quotidien.

Le Piment (Capsicum annum L.) est une espece végetale appartenant a la famille des
Solanacées Tres utilisé en médecine traditionnelle car il est riche en capsaicine, son principe
actif principal, en vitamines et en antioxydants, et est recommandé pour le traitement d'un
certain nombre d'affections telles que la grippe, la rhinopharyngite et les rhumatismes.
Syndrome. En raison de son effet sur la formation du mauvais cholestérol, il facilite la
digestion et prévient les maladies cardiovasculaires.

Face a la nécessité d’une consommation saine et plus particulierement au niveau du secteur
de la sante, résulter par une problématique liée a 1’utilisation des composants chimiques dans
les médicaments qui provocant souvent des effets secondaires plus au moins grave sur la
santé humaine , pour cela pour cela nous avons constaté de réaliser notre travail qui a pour
but la réduction de 1’impact des produits chimiques dangereux sur la santé publique et
exploitation des sources naturelles a base de plantes

L’objectif principal de notre travail est « la conception, formulation et fabrication

D’un gel anti-inflammatoire ». Nous essayons de privilégier

De plus en plus les médicaments d’origine naturelle. De ce fait, nous avons réalisé des travaux
menés au sein de 1’école nationale de biotechnologie (ENSB) pour I’extraction du piment
(Capsicum annuum L.) d’une part, d’autre part au centre de recherche de biotechnologie
(CRBT) pour les activités biologiques afin de la valoriser en gel anti inflammatoire pour

soulage les douleurs musculaires et articulaires

Entpreneuriat

Essai de production d’un gel anti-inflammatoire a base de I’extrait de fruits de piment
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE GENERALITES

Chapitre I Synthese bibliographique
Partie | Généralités

.1 Historique

Le piment fort est originaire d’Amérique (centrale et Sud). Aprés la découverte de I'Amérique
par les Européens, de nombreuses variétés issues de plusieurs especes se sont répandus dans
le monde entier. Peu apres les voyages des Européens, les commercants portugais ont
introduit les piments le long de leurs routes commerciales en Afrique et en Asie (Gruben,
2004 ; Doré et Varoquaux, 2006)

Le piment (Capsicum) appartient a la famille des solanacées, qui comprend de nombreuses
plantes économiquement importantes (Walsh and Hoot 2001)
Environ 25 espéces, dont cing sont domestiquées, a savoir Capsicum annuum L. (piments
forts et doux), Capsicum frutescens L, Capsicum chinense Jacq, Capsicum baccatum L, et
Capsicum pubescens. Les trois premieres espéces sont les plus cultivées. C. annuum forme
souvent un complexe avec C. frutescens et C. chinense. En Afrique, ils sont généralement
considérés ensemble comme C. annuum L (Grubben et EI Tahir, 2004)

Le nom de genre Capsicum serait dérivé du grec capsicon via le latin kaptein, qui signifie
pigdre, apparemment en référence a la piquante des fruits.La plus ancienne référence connue a
C. annum remonte a la culture préagricole Ocampo dans les grottes prés de Tamaulipas,
datant de 7000 avant J.-C. et ailleurs au Mexique. Depuis 7000 avant J.-C., les piments font
partie de I'alimentation des Mayas et des Azteques du centre du Mexique et du Yucatan.( D.J.
Charles,2013)

La capsaicine, isolée par Tresh en 1876, est le composant "actif" de nombreux piments. Il
appartient a une famille de stimulants naturels appelés vanilloides, dont les plus connus a son
instar, sont des épices. La capsaicine et les vanilloides en général ont des propriétés
analgeésiques et anti-inflammatoires qui sont a l'origine de leur utilisation dans les médecines

traditionnelles et populaires (Dallel et Raboisson, 1999).

1.2 Distribution et production de piment

En 1492, lorsque Christophe Colomb a atterri a Haiti, le Capsicum était cultivé partout dans

les Caraibes, au Mexique, en Amérique centrale et au nord de I'Amérique du Sud (Figure. 1).
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Christophe Colomb ramena des capsicums en Europe et, peu de temps apres, en Inde et en

Asie du Sud-Est lors de voyages portugais. A la fin du XVlle siécle, C.annuum et C.

frutescens étaient cultivés dans la plupart des régions chaudes du monde (Figure.2 et 3).
(Charles, 2013)

Figure.2 : distribution de piment dans le monde (source CABI.org)

18
4 16,650855
C
S 16
(]
el
2 14
S
S
10
8
6
4 2,818443 2,772594 2 636905
1,47285
2 . . - 1055605 0,762174 0,717659 0,71522 43
- i 1 i e e e
Production
H Chine H Mexique M Indonésie = Turquie M Espagne M Egypte M Nigeria M Algérie M Etats-Unis B Pays-Bas

Figure.3 : Production de piment frais par pays en 2020 (source FAO 2020)
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Figure.4 : Production de piment séché par pays en 2020 (source FAO 2020)

1.3  Taxonomie

La famille des solanacées est une importante famille de plantes a fleurs (angiospermes),
comprenant plus de 100 genres et plus de 3000 especes. Les quatre principales cultures
maraichéres de la famille des solanacées sont la pomme de terre (Solanum tuberosum), la
tomate (Solanum lycopersicum), l'aubergine (Solanum melongena) et le piment (Capsicum
ssp.). Capsicum annuum comprend a la fois les piments piquant et non-piquant. Quatre autres
poivrons (Capsicum frutescens, Capsicum chinense, Capsicum pubescens et Capsicum
baccatum) sont également cultivés pour la production de piment. (W.L. Morris, M.A.
Taylor, 2017)

1.3.1 Classification
D’aprés PAPG 2009.

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Solanales

Famille : Solanaceae

Genre : Capsicum

Espéce : Capsicum annum  (MacBryde, Bruce.2006)
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1.4 Description botanique

C'est une plante annuelle cultivée dans les régions tempérées et vivace dans les régions

tropicales. Tiges de 50 a 2 m de hauteur, herbacées, ramifiées vertes. Le systéme racinaire

atteint une profondeur de 0,70 a 1,20 m, mais la plupart des racines se trouvent a une

profondeur de 10 a 40 cm. Ses feuilles sont ovales, lancéolées et divisées en trois parties. Ses

fleurs sont blanches, a 5 & 7 fleurs, disposées par paires ou solitaires, et le fruit est composé de

baies polymorphes pas trop charnues de couleur variable, vertes avant maturité et jaunes,

rouges ou violettes au plus tard, contenant de nombreuses graines jaunatres. Graines de 2,5 a

5 mm de long, jaune péle, aplaties, principalement réniformes, finement réticulées, avec des

marges nettement épaissies autour du micropyle. Floraison a partir de mi-juin. Fructification

de la seconde quinzaine de juillet a novembre (Bussmann R.W. et al. 2019).

¥ l

S

Figure.6 : C.annuum plant

- Paroi du placenta
Placenta

o Sommet (extrémité de la fleur)

Figure 5 : anatomie de fruit de C.annuum
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1.5 Description chimique

Comme la plupart des plantes, le piment contiennent des milliers de produits chimiques, y
compris 1’eau, les huiles fixes (gras), les huiles essentiels, les caroténoides, la résine, les
protéines, les fibres, les ¢léments minéraux et beaucoup d’autres produits chimiques.
Lorsqu'ils sont frais, les fruits de la plupart des espéces de piments contiennent des quantités
élevées de vitamines B, C, E et de provitamine A (caroténe).(tableau.l) (Bosland PW,
Votava EJ (1999), De, Amit Krishna, 2003).

Les nombreux produits chimiques ont une importance pour la valeur nutritionnelle, le godt, la
couleur et I'ardme. Les deux groupes de produits chimiques les plus importants présents dans
les piments sont les caroténoides et les capsaicinoides. Les caroténoides contribuent a la
couleur du piment et a sa valeur nutritive, tandis que les capsaicinoides sont les alcaloides qui
donnent aux piments leur chaleur caractéristique. (Bosland PW, Votava EJ (1999).

Tableau 1: Composition nutritionnelle du piment rouge (Charles, 2013)

Nutriments Unité Valeur pour 100g
Eau 8,5
Energie Kcal 318
Protéines g 12,01
Lipides totaux g 17,27
Carbohydrates g 56,63
Fibres g 27,2
Sucres totaux mg 10,34
Calcium, Ca mg 148
Vitamine C mg 76,4
Vitamine Bg ug 2450
Vitamine By, ul 0,00
Vitamine A Ul 41,610
Vitamine D mg 0,00
Vitamine E (alpha tocopherol) | g 29,83
Acides gras saturés g 3260
Acides gras monoinsaturés g 2750
Acides gras polyinsaturés g 8370
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1.5.1  Les Capsaicinoides
Le Capsicum contient principalement des principes actifs piquants ; un groupe chimique de
composés alcaloides non volatils appelés collectivement capsaicinoides. Tous les
capsaicinoides sont des amides d'acides avec du vanillylamide et des acides gras a chaine

ramifiée en C9-C11 a chaine ramifiée (Wesolowska et al. 2011).

1.5.1.1 Origine
Les piments sont la principale source de capsaicinoides (Xiu-Ju Luo et al, 2011)
Le péricarpe de tous les fruits de Capsicum comprend des vésicules remplies d’oléorésines,
composées principalement d’alcaloides connus sous le nom de capsaicinoides. (Maria
Yolanda Rios, Horacio F, 2014)
Capsaicinoid est une famille de produits naturels extraits de fruits de piment fort. Les
capsaicinoides sont utilisés dans le monde entier dans les produits de consommation, les

préparations médicinales et les produits pharmaceutiques.. (John Kailemia Muchena., 2009).

1.5.1.2  Structure chimique
Les capsaicinoides se distinguent seulement dans le groupe carbonyle associé a la structure
parente. La figureure 4 illustre la structure mére des capsaicinoides, tandis que la figureure 5
présente les chaines de carbone attachées a la structure mere pour produire les différents

capsaicinoides

HO N

0

Figure.8 : La structure mére des capsaicinoides (John Kailemia Muchena., 2009)
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HO
OCH,
General molecular structure

Compound R

Capsaicin W\l/
Dihydrocapsaicin /\/\/\[/

Nordihydrocapsaicin /M

Homacapsaicin \/\/\/Y

Nornordihydrocapsaicin M
Homedihydrocapsaicin \/\/\/Y
Nornorcapsaicin MY

Nonivamide B W W e

Figure.9 : Structure moléculaire générale des capsaicinoides (John Kailemia Muchena., 2009)

Capsaicine

HO
O
~No Nm/\/\/\)\
(o]

Solubilité

Structure
Nom IUPAC 8-Methyl-N-vanillyl-trans-6-nonenamide
Formule brute C,;sH,-NO;
Masse molaire 305.412613 g/mol
Température de fusion 62 -65°C
Température de vaporisation 210-220°C
Faiblement soluble dans l'eau.

Soluble dans l'alcool, I'éther. le benzéne et le chloroforme.

Figure.10 : structure chimique de capsicine (NCBI)

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Capsaicin)
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La capsaicine est le composant principal du golt piquant du piment et est un alcaloide
(capsaicinoide) présent dans les piments. La capsaicine est un alcaloide naturel extrait du fruit
de la famille des plantes Capsicum (M. Hayman et P. C. Kam, 2008).

1.5.2  Les caroténoides
Les caroténoides sont un groupe de micronutriments présents dans de nombreux fruits et
Iégumes. lls sont responsables de leur propre coloration, qui varie du jaune au rouge.
(Maiani, G et al, 2009)
Dans les tissus verts, la couleur des caroténoides est masquée par la chlorophylle. Lorsque la
chlorophylle disparait en automne, elle devient visible. (Sy, C. (2011).
Les caroténoides sont des pigments que I'on trouve dans presque tous les fruits colorés et les
Iégumes a feuilles vertes, dont il existe plus de 650 types différents dans la nature. (Mohd
Hassan, N et al., 2019 ; H.E. Khoo et al, 2011)
Le fruit de I'espéce Capsicum est reconnu comme étant riche en caroténoides. Les
caroténoides se développent et s'accumulent rapidement lorsque le fruit est mdr. Les piments
sont de bonnes sources de composés bioactifs, comme les caroténoides (lutéine, B-caroténe, f3-
cryptoxanthine, zéaxanthine, violaxanthine, capsanthine et capsorubine) (Villa-Rivera et al,
2020)
Les caroténoides jouent un réle important en tant qu'antioxydants. Les caroténoides ont été
testés pour leurs effets analgésiques et anti-inflammatoires. Les chercheurs ont découvert que
I'alpha et le béta-carotene augmentaient l'activité analgésique de la morphine, le lycopene
réduisait I'nyperalgésie thermique chez les souris diabétiques, et le lycopene et I'astaxanthine
réduisaient les niveaux de molécules impliquées dans les processus inflammatoires.
(Hernandez-Ortega, M et al, 2012).

1.5.2.1  Structure chimique des caroténoides
Les caroténoides sont des pigments tétraterpénoides qui apparaissent en jaune, orange, rouge
et violet. Les caroténoides sont les pigments les plus courants trouvés dans la nature. La
plupart des caroténoides sont composés de huit unités d'isopréne avec un squelette de 40
atomes de carbone. Leur structure générale consiste généralement en une chaine polyéne avec
neuf doubles liaisons conjuguées et des groupes terminaux aux deux extrémités de la chaine
polyene. Les caroténoides sont divisés en deux catégories : le caroténe et la lutéine. Caroténe,

tel que l'alpha-caroténe, le béta-caroténe, le béta,y-caroténe (gamma-carotene) et le lycopéne.
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D'autre part, les xanthophylles telles que la béta-cryptoxanthine, la lutéine, la zéaxanthine,
I'astaxanthine, la fucoxanthine et la péridinine. (Maoka, Takashi, 2020)

CAROTENOIDS

' '

CAROTENES XANTHOPHYLLS

W ) s
Lycopene Violaxanihin ™ Neoxantin
o o
| I ):2 E’Tl,‘],,,,,,q,mlg i, ] I L)
/ ), 3
/ » : o
Zeaanthin Lutein
fi-carotene ; oA 0
OH
/ g
/ 'oo
W W
0 Astaxanihin Fucoxanthin .
o, | l | ffkmkaam,@,/\)ﬁg
/
2 3 = A
Spirloxanthin ¢ Canlaxanthin
Figure.11 : Structure chimique de quelques caroténoides (Fernandes, Andréssa & Nascimento,
2018).

1.5.3  Les polyphénols
Les polyphénols sont des molécules a groupements phénoliques multiples, c'est-a-dire des
noyaux aromatiques sur lesquels un ou plusieurs groupements hydroxyle (-OH) sont présents
(Harborne, J. B. ,1984),
Ce dernier sont des composés naturels synthétisés exclusivement par les plantes, ces
composés ont une large gamme de structures complexes (Lima, G.P.P et al 2014).
Les composes phénoliques constituent un groupe hétérogene de molécules, se distinguant par
leurs structures chimiques (Manach et al. 2004).
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Les espéces piquantes de capsicum sont riches en polyphénols (Marin et al, 2004 ; Materska
et Perucka, 2005).

La quercétine et la lutéoline sont les principaux flavonoides polyphénoliques présents dans le
C. annuum (Batiha, Gaber E.-S., Ali Algahtani, and all. 2020)

Pour sa complexité, la description comprend un grand nombre de composes hétérogenes.Les
principales classes de polyphénols comprennent les acides phénoliques, les flavonoides et les
non-flavonoides avec des sous-classes en fonction du nombre d'unités phénoliques dans leur
structure moléculaire, des substituants et/ou du type de liaisons entre les unités phénoliques.
(Rambaran, T.F; 2020).

Polyphenols
— " —
Phenolic acids Flavonoids Non-ﬂa"ﬁ)noids
r 1 “ r | ]

Stilbenes Lignans Others
Eg. Diarylheptanoids

7 5 "'a°° o OH
oH OH o
HD@ HO COOH HO‘/J ,Et
HO COOH HgCOQ\fH OCH, H OH

Hydroxybenzoic acid Hydroxycinnamic acid

OCH,
Gallic acid Ferulic acid Resveratrol Secoisolariciresinol Curcumin
r T T T T —1
Flavonol Flavone Flavanol Flavanone Isoflavene Anthocyanidin
OH OH OH Glu OH
HO o O HO 0 Q HO_ O \\U HO O Ol o, O
@;/1 O S
OH 6] OH 0 OH O 0 OH OH
Quercetin Apigenin Calechln Naringenin Puerarin Cyanidin

Figure.12 : Classification des polyphénols (Rambaran, T.F ; 2020)

Des nombreux composés phénoliques ont été rapportés ayant une puissante activité
antioxydant et des activités anticarcinogenes/antimutagénes, antiathérosclérotiques,
antibactériennes, antivirales et anti-inflammatoires. (Veeriah et al. 2006; Baidez et al. 2007;
Han et al. 2007).

1.5.3.1 Les flavonoides
Les flavonoides constituent une classe importante de produits naturels, ils appartiennent en
particulier a une classe de métabolites secondaires végétaux a structure polyphénoligue,

largement présents dans les fruits, les légumes et les plantes. (Panche AN et al, 2016).
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Dans la nature, les composés flavonoides sont des produits extraits des plantes et on les trouve
dans plusieurs parties de la plante. Les flavonoides sont utilisés par les légumes pour leur
croissance et leur défense. (Havsteen B, 2002).

Ils ont plusieurs fonctions importantes dans les plantes, comme la protection contre les rayons
UV nocifs ou la pigmentation des plantes. En outre, ils ont des propriétés antioxydantes,
antivirales et antibactériennes. Ils régulent également I'expression des genes et modulent
I'action enzymatique. (Pollastri S, 2011).

1.5.3.2  Structure chimique des flavonoides
Les flavonoides peuvent étre subdivises en différents sous-groupes en fonction du carbone du
cycle C sur lequel est fixé le cycle B et du degré d'instauration et d'oxydation du cycle C. Les
flavonoides dans lesquels le cycle B est lié en position 3 du cycle C sont appelés isoflavones.
Les flavonoides dont le cycle B est lié en position 4 sont appelés néoflavonoides, tandis que
ceux dont le cycle B est lié en position 2 peuvent étre subdivisés en plusieurs sous-groupes
sur la base des caractéristiques structurelles du cycle C. Ces sous-groupes sont les suivants :
les flavonoides, les flavonoides et les flavonoides. Ces sous-groupes sont les suivants :
flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanols ou catéchines, anthocyanines et

chalcones. (Bruneton, J, 1999).

CH

Genistein
emste Phloretin

Chalcones

Isoflavones

HO,

HO,

Anthocyanins

Naringenin Flavonols Hosperetin Delphinidin

Cyanidin

Figure.13 : Structure du squelette de base des flavonoides et de leurs classes
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1.6  Utilisation de Capsicum

Originaire du Mexique et d’Amérique centrale, genre Capsicum. A été utilisé dans la pratique
médicale traditionnelle. Les piments ont environ 32 utilisations différentes liées a la santé, y
compris le traitement de l'arthrite, des rhumatismes, des douleurs a I'estomac, des irritations
cutanées.( Salehi, Bahare et al,2018).

Le piment est I’'un des Iégumes les plus consommés dans le monde. Son importance tient des
différents usages dont il est I’objet. L’occupé une place importante dans la culture humaine
depuis la préhistoire dans de nombreux pays. Il est a ’origine d’un condiment important de
haute valeur commerciale et médicinale qui présente des propriétés antioxydantes, anti-
cancéreuses et de nombreuses autres propriétés. (ZAKI N. et al 2018).

Le piment peut étre consommé a 1’état frais de maniére directe, frit, en sauce ou en conserve.
Il est souvent associé en mélange avec divers autres l[égumes. A 1’état déshydraté, le piment
est utilisé sous forme de poudre et sert dans les assaisonnements des plats, des viandes
braisées etc. (Tano et al., 2008.;C. KOUASSI KOUASSI et al. 2012). La couleur et
I'apparence donnent la premiére impression et ont une influence considérable sur
I'acceptabilité des aliments.Par conséquent, le développement d'aliments ayant une couleur et
une apparence attrayantes est un objectif important de I'industrie alimentaire. (Arimboor et
al., 2014).

1.7 Intérét thérapeutique

Les plantes médicinales ont prouvé leur importance pour la recherche pharmacologique et
I'élaboration des médicaments, non seulement a travers 1’utilisation directe de leurs
constituants comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premiéres pour la
synthése de médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs.
(Koudoro Yaya Alain et al.,2009).

1.7.1  Traitement de la douleur
capsaicine, est actuellement utilisé pour le soulagement de la douleur, et est le traitement
topique le plus recommande pour l'arthrite. (Bosland PW, Votava EJ (1999).
Les sensations de piquant, de brllure et de démangeaison sont causées chez les humains parce
que les capsaicinoides interagissent et stimulent les récepteurs TRP (nocicepteurs) dans la

bouche, la peau et les muqueuses responsables des sensations de douleur, de chaleur et
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d’acidité. Ces nocicepors sont également responsables des effets analgésiques, du
soulagement de la douleur et de 1’anesthésie, en raison de leur capacité a désensibiliser les
neurones sensoriels (Patapoutian, A et al ; 2009).

La capsaicine est actuellement utilisée sous forme de pommades, gels et cremes topiques pour
soulager la douleur. La capsaicine surcharge les nerfs et provoque une incapacité a
transmettre un signal douloureux pendant une période prolongée. (Jonathan M.,et Joel E.
Mortensen 2009).

1.7.2  Propriétés antioxydants

Les piments sont riches en vitamines C et E, ainsi qu'en provitamine A et en caroténoides. Les
piments contiennent également des phénoliques et des flavonoides en quantités variables. Ces
substances chimiques sont des antioxydants qui peuvent contribuer a minimiser les effets
néfastes de I'oxydation. (Materska, M., & Perucka, 1. (2005).

Les antioxydants jouent un réle important dans la protection contre de nombreuses maladies
de civilisation comme les cardiopathies, les maladies cancéreuses, etc (Howard et al. 2000;
Perucka, 2004).

Les composés phénoliques ont de nombreuses propriétés biologiques et sont utilisés dans de

nombreux domaines thérapeutiques et pharmaceutiques (figure.10).

1.7.3  Propriétés anti-inflammatoires
Les extraits de piment sont un traitement anti-arthritique trés populaire tant au niveau de la
population locale que des spécialistes pratiquant la médecine traditionnelle. Les principales
substances anti-inflammatoires des fruits du piment sont la capsaicine. Les fruits et les
espéces apparentées sont des médicaments antirhumatismaux, antipyrétiques et anti-
inflammatoires dans les pratiques traditionnelles de différents pays, la médecine classique

considere la capsaicine principalement comme un agent analgésique.( Spiller F et al ;2008)

1.7.4  Propriétés antimicrobiennes
Les propriétés antimicrobiennes de différentes classes de polyphénols ont été proposées soit
pour le développement de nouveaux conservateurs alimentaires naturels, soit pour le
développement de thérapies innovantes pour le traitement de diverses infections
microbiennes. (Rodriguez Vaquero et al., 2010).Soit pour le développement de thérapies

innovantes pour le traitement de diverses infections microbiennes .La figure.11 représente les
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différentes classes de polyphénols présentant une activité antimicrobienne (Daglia, 2012 ;

Kortei et al. 2014)
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Figure.14: Polyphénols a effets santé. Quercétine : anti-inflammatoire ; procyanidine :

vasculoprotectrice ; hespérétine : neuroprotectrice et vasculo-protectrice ; entérolactone :
vasculo-protecteur et protecteur osseux ; resvératrol : anticancéreux ; génistéine : anti-
bouffées de chaleur et protectrice osseuse ; curcumine : anticancéreuse (Bennetau-Pelissero,
2014)
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Figure.15:Classes des polyphénols ayant une activité antimicrobienne (Daglia, 2012)
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Partie Il Les activites biologiques de C.annuum

1.1 Méthodes d’extraction

1.L1.1  Définition
En chimie, I'extraction est un processus de séparation qui implique la séparation de substances
d'une matrice. Certains composants du soluté sont extraits directement dans le solvant
(Zubrick et al, 2014)
Au sens pharmaceutique, l'extraction implique la séparation des parties médicinales actives
des tissus veégétaux ou animaux des composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants
sélectifs dans des procédures d'extraction standard.( (Handa et al., 2008)

I1.L1.1.1 Macération

Dans ce procédé, le médicament brut entier ou en poudre grossiére est placée dans un
récipient bouché avec le solvant et laissé a température ambiante pendant une période d'au
moins 3 jours avec une agitation fréquente jusqu'a ce que la matiere soluble soit dissoute. .(
(Handa et al., 2008).

11.L1.1.2  Soxhlet
L'extraction Soxhlet est un outil trés utile qui est utilisé depuis longtemps pour extraire et
récupérer des analytes précieux a partir de différentes matrices solides. Aujourd'hui, il reste la
référence technique pour I'extraction a partir déchantillons solides, comparant les
performances des autres techniques .Un extracteur Soxhlet est un équipement en verre utilisé
pour extraire des échantillons a I'aide d'un solvant. Pendant I'extraction Soxhlet, I'échantillon
est placé a l'intérieur d'une petite cartouche en matériau poreux chimiquement inerte puis
transféré dans le corps principal en verre de ’extracteur Le solvant est placé dans le flacon et
monté sous le corps principal et sur le manteau chauffant. Au-dessus de I'extracteur se trouve
un refroidisseur pour faciliter la condensation des vapeurs de solvant et leur récupération.

Ainsi, la période d'extraction est répétée figure.7 (Handa et al., 2008).

11.1.1.3 Ultrasonique extraction
L'extraction par ultrasons (souvent appelée sonication) utilise un son a haute fréquence pour
libérer les composes photochimiques du matériel végétal. Ce processus d'extraction est plus
rapide que les méthodes de laboratoire traditionnelles telles que la macération ou I'extraction

Soxhlet en raison de la destruction des particules du matériel végétal (Cseke et al., 2004).
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Figure.16:extracteur de Soxhlet

11.1.1.4 L'extraction assistée par ultrasons (EAU)

Est I'une des modifications, ou le processus d'extraction est assisté par l'utilisation d'ondes
ultrasonores (Zahari et al,2020).

En general, les systemes a ultrasons utilisés en laboratoire sont couramment des bains et des
sondes (Isela Lavilla et al, 2017).

Les avantages des UAE incluent une faible consommation de solvant et d'énergie, ainsi que
des températures et des temps d'extraction plus faibles. Les ultrasons a haute puissance
peuvent étre appliqués a l'aide de deux types d'appareils, un bain a ultrasons ou un sonde. Les
deux systemes sont basés sur un transducteur comme source de puissance ultrasonore (Zhang

et al ,2018).

+ Systemes de bain
L'équipement de base d'un bain a ultrasons se compose d'un réservoir, d'un générateur
électronique (qui alimente le transducteur) et du transducteur. Généralement, plusieurs
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transducteurs sont époxydes ou soudés. Les baignoires peuvent étre équipées de radiateurs
thermostatiques (Isela Lavilla 2017).
<+ Systemes de sonde

Le systeme de sonde se compose d'un géneérateur (c'est-a-dire une source de fréquence
électrique alternative, généralement 20 kHz) (Figure 16), un transducteur et un tube (il peut
s'agir d'un tube supérieur ou d'un booster, d'un tube détachable avec un embout remplacable,
ou d'une piece massive usinée en une seule fois). Le systeme amplifie et concentre I'énergie
des ultrasons, augmentant l'efficacité de la sonication (jusqu'a 100+ fois) par rapport aux

systemes de baignoire. (Isela Lavilla et al,2017).

=p Amplifier

® Solvent + Extract 1 =) Probe

® Solute By colrantextiact
olorant extraction
A)

Inside the bath

Transducers (B)

Figure.17:(A) System de sonde (B) System de bain

1.2 Eude Phytochimique Et Evaluation Des Activités Biologique

Pour identifier un constituant végétal, il faut d'abord déterminer la classe de composés, puis
déterminer quelle substance particuliére appartient a cette classe. La classe de composés est
généralement claire a partir de sa réponse aux tests de couleur, de sa solubilité, de ses
propriétés RF et de ses caractéristiques spectrales UV.( Harborne, J. B,1984).

Cette technique est également connue sous le nom de criblage photochimique. Dans cette
méthode, des extraits aqueux et organiques sont préparés a partir d'échantillons végétaux qui

sont des réservoirs de métabolites secondaires, tels que des feuilles, des tiges, des racines ou
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des écorces. Les extraits de plantes ont ensuite été analyses pour la présence de métabolites
secondaires tels que les alcaloides, les terpénes et les flavonoides. Des tests standards sont
fournis dans la littérature pour chaque classe de composés a analyser (Priyanka Srivastava et
al,2014).
11.2.1  Stress oxydant
11.2.1.1 Définition

Le stress oxydatif est causé par un déséquilibre de la balance oxydant-antioxydant en faveur
des oxydants. Se developpe quand les radicaux libres, molécules d'oxydation sont produites
plus vite qu'ils peuvent étre neutralisés par le corps. (Betteridge D. J. 2000).

Dans les systemes biologiques, le stress oxydatif est le résultat d'un déséquilibre entre la
production de radicaux libres et la perturbation des systemes de défense antioxydants, il s'agit

donc d'un déséquilibre de la balance antioxydant/pro-oxydant (Aliouat et Boulkelia, 2012).

11.2.2 Radicaux libres
Une espece chimique (atome ou molécule) ayant un ou plusieurs électrons non appariés dans
ses orbitaux est connue sous le nom de radical libre. Ce déséquilibre n'est que temporaire, et il
est résolu en acceptant un autre électron ou en transférant I'électron libre a une autre molécule.
Ces espéces radicalaires sont trés instables, trés réactives, et elles sont constamment créées
dans une variété d'événements biologiques.( Tremellen K. 2008).
Les radicaux libres et les espéces réactives de I'oxygéne (ERQO) sont produits par les processus
métaboliques réguliers du corps humain ou par des sources externes telles que les rayons X,
I'ozone, la cigarette, la pollution atmosphérique et les déchets industriels. En raison de
processus enzymatiques et non enzymatiques, la production de radicaux libres se produit
continuellement dans les cellules. (Bagchi, K. & Puri, S.1998).
Les radicaux libres les plus importants sont le radical Superoxide (Oe 2), le radical hydroxyle
(OHe), l'oxygeéne singulet (102), le peroxyde d'hydrogene non radicalaire (H202) et le
peroxynitrite (ONOO-), appelés "especes réactives de I'oxygene (ERO)". (Atasoy, N., &
Yucel, U. M. 2021).

11.2.2.1 Origine des radicaux libres
Sources exogenes : Les sources exogénes peuvent étre des facteurs environnementaux, divers
polluants, des produits chimiques, une pollution par les métaux lourds ou certaines carences

en nutriments. (Haioun et Hamoudi, 2015).
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Sources endogénes : Les enzymes prooxydantes, y compris la NADPH oxydase, la NO
synthase ou les chaines du cytochrome P450 peuvent générer de I'OLR, et 1% a 2%
d'oxygene moléculaire entraine une réduction incompléete de I'O2 pendant le transport des
électrons dans la chaine respiratoire des cellules aérobies. Formation, en particulier des anions
0O2¢ (Chaabi, 2008) (Figure. 17).
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Figure.18: Origine des radicaux libres (https://www.royalqueenseeds.fr/blog-les-proprietes-
antioxydantes-du-cbd-n1061)
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dismutases (Fe*" : Cu*) Glutathion peroxydase
o an Radical Peroxyde Radical Eau
xygene superoxyde d’hydrogéne hydroxyd
0] = 0, » HO ————» - ——— > H, 0
z +e” Z +e (+2HY) 22 + e~ i e (+ H") z

Réduction tétravalente

de I’oxygéne O, +4e +4H"—> 2H,0

0, " Anion superoxyde 1 0O,+1e —>0,7"
H,0, Z?I':;;)::;éne 2 0,7+ 0, (+ 2H*) —> H,0, + 0,
3 H,0, + Fe®* —> "OH + Fe®" + OH"
“OH Radical hydroxyle 4 H,0, + H,0, — 2 H,0 + O,
5 H,0, + 2G5H —> 2 H,0 + GSSG
RO, Radical peroxyle 6 R"+ 0,—> RO,
RO:H Hydroperoxyde 7 RO, + RH—> RO;H + R~
RO Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe? —» RO" + Fe®" + OH"

Figure.19 : source d'especes réactives de I'oxygene. Description détaillée des étapes de la
réduction de I'oxygéne et de la formation d'intermédiaires partiellement réduits (Camille
Migdal, Mireille Serres, 2011).

11.2.2.2  Activité anti-oxydante

L'intérét pour les antioxydants naturels, liés a leurs propriétés thérapeutiques, s'est
considérablement accru ces derniéres années. Diverses études scientifiques spécialisées ont
été menées pour extraire, identifier et quantifier ces composés de plusieurs substances
naturelles, a savoir les plantes médicinales et les aliments agricoles.( Sanchez-Moreno
C,2002 ; Marc Fr et al, 2004 ; Huang, D et al,2005).

L’activité antioxydant d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation .Les
antioxydants les plus connus sont provitamine A, vitamine C, vitamine E ainsi que les
composés phénoliques Les groupes hydroxyphénoliques sont présents dans la majorité des
antioxydants synthétiques et naturels, et leurs effets antioxydants sont dus en partie a leur
capacité a fixer les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH-) et les superoxydes
(02-). (Rice-Evans, C. A et al, 1995; Grzegorz Bartosz, 2003).
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Pour évaluer I’activité antioxydant in vitro et in vivo par piégeage de radicaux différents
Plusieurs méthodes sont utilisees comme les méthodes les ions ferriques par la méthode
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) (Oyaizu, 1986) ou phenanthroline (Szydlowska-
Czerniaka, 2008). Les radicaux ABTS (L'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique)) (Re et al.1999) ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPH° (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl). (Blois, 1958) .

» Pouvoir réducteur du fer (Frap)

Le test FRAP differe des autres tests en ce qu'il n'implique pas de radicaux libres, mais
surveille la réduction du ferrique (Fe3+) en ferreux (Fe2+). La mesure de la capacité
réductrice dans le plasma a ensuite été adaptée et modifiée par de nombreux chercheurs pour
mesurer la capacité antioxydante d'extraits végétaux lorsque le complexe Fe3+-TPTZ (2,4,6-
tripyridyl-s-triazine) a été traité avec un Les antioxydants forment une forte couleur bleue
dans des conditions acides, avec une longueur d'onde d'absorption maximale de 593 nm.
L'effet antioxydant peut donc étre suivi a l'aide d'un spectrophotométre.

» La méthode du phénanthroline (1,10-phénanthroline)

La 1,10-phénanthroline (C12H8N2, ortho-phénanthroline ou o0-Phen) est un composé
hétérocyclique azoté tricyclique qui réagit avec le fer, pour former des complexes colorés
(NCBI, D. A. Skoog et al).

Le complexe rouge Fe(ll)-phénanthroline est largement appliqué dans la méthode
spectrophotométrique classique pour la détermination du fer. (Berker et al ,2007) ont utilisé
la méthode de la 1,10-phénanthroline pour déterminer les capacités antioxydantes de
différents antioxydants et de leurs mélanges. (Szydlowska-Czerniaka ,2008).

» 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (Dpph)
Le radical DPPH a été découvert par Goldschmidt et Renn dans les années 1920. Il a été
développé pour la premiére fois par Blois en 1958. Le DPPH est I'une des techniques les plus
anciennes et les plus populaires pour mesurer l'activité antioxydante des composés. Cette
méthode mesure le pouvoir réducteur des antioxydants en DPPH-=. (Blois 1958)
Lorsque des échantillons d'antioxydants sont melangés a une solution de réactif DPPH, la
couleur passe du violet au jaune avec le temps. Le changement de couleur est déterminé en

mesurant I'absorbance avec un spectrophotometre a 517 nm (Molyneux, P. 2004.
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» L'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (Abts)
Le test ABTS est une méthode spectrophotométrique qui mesure la capacité des antioxydants
a capturer les cations radicaux ABTS=+. Le dosage est basé sur la décoloration de 'ABTS=+
lors de son oxydation par des composés antioxydants, reflétant la quantité de radicaux libres
ABTS piégés sur une période de temps fixe (généralement 6 minutes). Comparez I'absorbance
du mélange réactionnel entre les radicaux libres et les antioxydants a celle de I'acide 6-

hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique (Trolox).

11.2.3  Inflammation et les anti-inflammatoires
11.2.3.1 Définition

L'inflammation est la réponse du systeme immunitaire de l'organisme a un agent
pathogene. Les cellules du systéme immunitaire se déplacent immédiatement vers le site de la
blessure ou de [lirritation et provoquent une inflammation Cette réponse comprend
I'élargissement des vaisseaux sanguins a proximité, ce qui provoque une fuite de liquide et de
cellules immunitaires dans les tissus environnants. Ce processus provoque souvent une géne
temporaire et conduit a ce que les médecins appellent quatre principaux signes
d'inflammation : Chaud, Rougeur, Gonflement, La douleur. L’inflammation Peut étre aigué

ou chronique (Figure. 19).

Blessure Inflammation

Douleur Chaleur

.:.Qui,sibles entrent
.~. dans le corps

Figure.20: La reponse inflammatoire
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L'inflammation aigué peut résulter d'un traumatisme, d'une invasion microbienne ou
de lésions tissulaires causées par des produits chimiques toxiques. Elle commence rapidement
et progresse rapidement, et des symptomes tels qu'une cellulite ou une pneumonie aigué
peuvent persister pendant plusieurs jours. L'inflammation subaigué dure de 15 a 40 jours et
est intermédiaire entre I'inflammation aigué et chronique.

L'inflammation chronique, également connue sous le nom d'inflammation lente a
long terme, dure de quelques mois a plusieurs années. En général, la gravité et la durée de
I'inflammation chronique dépendent de l'origine de la blessure et de la capacité du corps a la
réparer et a la surmonter. Cet article traite de l'inflammation chronique. (Pahwa, R et
al.2021).

11.2.3.2 L’arthrite
L'arthrite est définie comme "une inflammation douloureuse et une raideur des articulations".
L'arthrite peut étre classée en deux grandes catégories : l'arthrite inflammatoire et I'arthrite
non inflammatoire.(Senthelal S et al.2022).

+ Types de arthrites

Il'y a plusieurs types, les deux plus connus sont :
» L’arthrose

L'arthrose est le type le plus courant de la maladie, touchant plus de 70 % des personnes agées
de 55 a 78 ans, les femmes constituant la majorité (Figure. 20). Les médecins considérent
souvent l'arthrose comme un processus dégénératif "naturel” associé au vieillissement, ou
comme un trouble qui survient généralement apres une infection ou une blessure, ou chez les
personnes en surpoids.L'arthrose est une maladie qui endommage le cartilage articulaire,
provoquant son aggravation. Le travail de ce tissu épais et élastique est de protéger les os qui
se rencontrent a chaque articulation, minimisant ainsi la friction lorsqu'ils se frottent les uns
contre les autres. Le cartilage devient rugueux et rugueux a mesure qu'il se décompose et la
zone de protection entre les os se rétrécit. Les os de I'articulation se frottent les uns contre les
autres pendant le mouvement, provoquant une géne. Le cartilage peut se dessécher avec le
temps et se casser et se bosseler, entravant le mouvement fluide de l'articulation. Lorsque le
cartilage des articulations portantes, telles que la hanche ou le genou, s'use, il peut provoquer
un inconfort grave, une deformation et une perte de mobilité. (McTaggart, L., 2016).
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Figure.21: Arthrose

» La polyarthrite rhumatoide (PR)

C’est une maladie inflammatoire chronique qui affecte généralement la muqueuse synoviale
des articulations, le plus souvent les mains et les pieds, mais peut également affecter de
nombreuses articulations du corps, en particulier les coudes, les poignets, la cheville et le
genou. Il attaque également les épaules et les articulations des hanches. Contrairement a
I'arthrose, qui s'aggrave dans l'articulation elle-méme, la polyarthrite rhumatoide provoque
une inflammation de la synoviale, ou de la membrane qui recouvre l'articulation, qui absorbe
plus de liquide articulaire pour le soulagement. Les articulations finissent par devenir enflées,
raides et chaudes en raison de I'augmentation du flux sanguin. Classée comme maladie auto-
immune, la polyarthrite rhumatoide survient lorsque les globules blancs produisent des
anticorps qui attaquent et détruisent les tissus sains au lieu de s'attaquer a l'infection et a la
maladie. (McTaggart, L., 2016) (Figure.21).
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Figure.22: La polyarthrite rhumatoide

Signes et symptdmes de la polyarthrite rhumatoide, qui peuvent étre les suivants :
v' articulations douloureuses et enflées, trés chaudes au toucher
v Raideur matinale
v"des nodules rhumatoides - des bosses fermes de tissu sur les bras

v’ Fievre légere, fatigue et perte de poids (https://www.cdc.gov).

Anti-inflammatoire
médicament destiné au traitement local de l'inflammation ou au traitement général des
maladies inflammatoires.ils se répartissent en deux classes :

» Anti - inflammatoires stéroidiens
Anti-inflammatoires stéroidiens appelés , aussi, les corticostéroides,ces produits sont dérives
des corticostéroides naturels,hormones sécrétées par des glandes surrénales . lls sont tres
puissants et permettent de contréler I'inflammation quand elle devient sévere ou qu'elle se
déclenche sans raison apparente,comme dans les maladies dites inflammatoires ( polyarthrite
rhumatoide,allergies séveres,etc. ( Wainster, J., 2009).
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> Anti - inflammatoires non stéroidiens (ains)
appartiennent a diverses catégories mais sont toutes capables de bloquer la formation de
certaines substances comme les prostaglandines,médiateurs chimiques nécessaires au
développement de l'inflammation . Ils sont surtout efficaces dans les phases aigués de
Iinflammation et sont utilisés en rhumatologie ( arthrite ,poussée inflammatoire d'une
arthrose,tendinite),en traumatologie,en urologie ( coliques néphrétiques), en gynécologie (
régles douloureuses ).( Wainster, J., 2009).

1.3 Generalite sur les semi-solides

11.3.1 Les formes pharmaceutiques
Une forme pharmaceutique, désigne la forme individuelle sous laquelle sont mis les principes
actifs et les excipients pour constituer un médicament.

11.3.1.1 Principe actif et médicament

Médicament = P.A(s) + Excipient

« P.A : Substances aux propriétés thérapeutiques qui soutiennent les activités
pharmacologie.

«» 1l faut trouver, pour chaque P.A la présentation médicamenteuse la mieux adaptée au
traitement de la maladie ; celle qui libére émis le plus, le plus rapidement, le plus
longtemps de principe actif.

11.3.1.2 Préparation du médicament
L’association du principe actif et des excipients se fait grace a une mise en forme qui reléve
du domaine de la pharmacie galénique. Les opérations de mise en forme font appel

généralement a plusieurs étapes :

+ La pré-formulation
C’est I’étude des caractéristiques physico-chimiques, technologiques et biologiques du
principe actif nécessaire pour le formuler et développer une forme pharmaceutique stable
ayant la biodisponibilité maximale, tout en étant compatible avec une production industrielle.
+ La formulation
Elle permet de fixer la composition qualitative et quantitative, ainsi que de définir le mode de
fabrication et de choisir le conditionnement.
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+ La fabrication
Elle est réalisée par un certain nombre d’opération physique : Refroidissement, chauffage,
séchage, fusion, mélange, compression, dissolution, filtration, stérilisation, etc. N.B: elle doit
étre rigoureusement reproductible

+ Le conditionnement
Il assure la protection et la conservation du médicament Il permet la division du medicament
Il facilite I’utilisation par le malade Il augmente la sécurité¢ d’administration (dose) Il réduit

les risques de confusion.

11.3.2  Semi-solide
11.3.2.1 Definition
Il s'agit de formulation de consistance semi-solide, destinées a étre appliquées sur la peau ou
certaines muqgueuses pour une action topique ou transdermique sur des principes
médicamenteux.
11.3.2.2 Pommade
Les pommades homogenes sont principalement constituées de une masse grasse dans laquelle
les principes actifs sont dispersés et/ou dissous. Ils empéchent la perte d'eau des couches
externes de la peau et de la surface épidermique, ce qui entraine une hydratation accrue de la
peau et augmente considérablement la pénétration des principes actifs
11.3.2.3 Creme
Les créemes ou émulsions épaissies sont des formulations multiphases, elles sont généralement
constituées d'une phase oléophile (huile) et d'une phase hydrophile (aqueuse)
11.3.24 Gel
Ce sont des liquides gélifiants utilisant des gélifiants appropriés. Nous distinguons:
> Les gels hydrophobes (oléogels) : leurs excipients peuvent étre de la paraffine liquide
ou des huiles grasses gélifiées avec de la silice, du polyéthyléne ou des savons
colloidaux d'aluminium ou de zinc
» Gels hydrophiles (hydrogels) : composés principalement d'eau, de glycéro
polyéethyléne glycol élifiés par la gomme adragante, amidon, dérives de cellulose,
silicates de Mg-A
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Chapitre Il Matériel et méthodes

Nous avons réalisé des travaux menés au sein de 1’école nationale de biotechnologie

(ENSB) pour I’extraction du piment (Capsicum annuum) d’une part, d’autre part au centre de

recherche de biotechnologie (CRBT) pour les activités biologiques et la formulation.

Le Protocole expérimental adopté au cours de cette étude est schématise dans figure.19

Matériel végétal

\
l'“t'anﬁ-'ﬂ o

|
W4

Test de d"inhibition de

Activité anti

cholinestérase

Figure.23: les différents Protocoles adoptés.
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1.1 Matériel végetal

11.1.1 Matériel
Le matériel d’étude est constitué de piment rouge piquant (Capsicum annum L) d’origine de

Tunisie, récolté et sélectionné en Algérie. Nous avons ramené notre espéce sous forme de

fruit de la région de Guelma.

lmwersité de Guelma R
(Faculté Cenlwe) s

Fruit

Figure.24: Apport du fruit de piment

11.L1.2  Appareillage :
Mise a part le matériel usuel couramment utilisé (Spectrophotometre UV- Visible, bain marie,

micro-onde), on a utilisé du rota vapeur Heidolph, bain Ultrasons, lecteur de microplaque a

96 puits de volume 200 ul pour chaque puits , clevenger (annexe).

Entpreneuriat

Essai de production d’un gel anti-inflammatoire a base de 1’extrait de fruits de piment



- MATERIEL ET METHODES PARTIE PRATIQUE

1.2 Méthodes d’analyse

11.2.1  Séchage du matériel végétal
Apreés la récolte, (piment rouge) est nettoye, puis séché aux micro-ondes dans une température
60°C. Aprés séchage les fruits du Capsicum annum sont broyés a I’aide d’un broyeur

électrique. La poudre obtenue conservée dans des flacons en verre et a 1’abri de ’humidité

jusqu'a utilisation. figure.20.

A. Nettoyage du piment B. piment au Microonde

C. Microonde T 60°C D. Broyer le piment

Figure.25: préparation de la poudre.
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11.2.2  Extraction
L’extraction est effectuée au bain Ultrasons, qui consiste a laisser la poudre végétal en contact
pendant 3h avec le solvant éthanolique pour en extraire les composés biologiquement actifs.
Cette extraction est réalisée a une température ambiante.

11.2.3 Extrait éthanolique
50g de la poudre issue de Capsicum annum sont mise a 400 ml d’éthanol dans un bain
ultrasons pendant 3h a température 45°C. Notre solution obtenue est filtré successivement a
I’aide d’un entonnoir et un papier filtre. L’éthanol est ensuite ¢liminé du filtrat par
évaporation sous pression réduite dans un rota-vapeur, permettant ainsi d’obtenir un extrait

caractérisé par une couleur rouge (Figure.25).

C.mise en bain ultrasons

D. Filtration E. Evaporation par rota vapeur

Figure.26: Etapes de I’extraction du Capsicum annuum
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1.3 Analyse quantitative des composés phénoliques
11.3.1 Quantification des polyphénols totaux (TPC)
% Principe

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(FCR) (Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par
Muller et al. (2010).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phospho- tungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) de couleur jaune. Le principe
de la méthode est base sur la réduction de Folin- Cobalteux par les composés Phénoliques qui
entraine la formation d’un nouveau complexe d’oxydes métalliques de tungsténe (W8023) et
de molybdéne (MO8023) de couleur bleue. La coloration bleue Produite est proportionnelle a
la teneur en phénols totaux et possede une absorption Maximum aux environs de 750 -765

nm. (Figure.26).

OH
(o} o-
o O E FCR
° \
OH

Figure27: Mécanisme réactionnel du teste polyphénols totaux (Muller et al. ,2010).

% Procédure
Selon le protocole de Muller et al. (2010), 20 ul de chaque extrait dissous dans 1I’éthanol sont
ajoutés a 100 pl du réactif de Folin Ciocalteu (1 :10). Puis, 75ul de Na2CO3 (7,5%) sont
additionnés au mélange, le mélange est agité et incubé a I’obscurité et a Température
ambiante pendant 2 heures. Pour chaque concentration, le test est répété trois fois.
Parallelement, le blanc est préparé de la méme maniére en remplagant I’extrait par le solvant

utilisé (éthanol). L absorbance est mesurée a 765 nm par un lecteur microplaque. L'acide
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gallique est utilis¢ comme standard pour la courbe d’étalonnage des polyphénols a une

concentration de 0,2 mg/ml.

« Expression des résultats
La détermination de la concentration des composes phénoliques totaux pour chaque extrait
est faite a partir de 1’équation de régression d’une courbe d’étalonnage standard (1’acide
gallique) dont une gamme d’étalonnage linéaire (y=ax+b) est déja realisée dans les mémes
conditions expérimentales et le méme protocole que les extraits. La teneur des composés
phénoliques totaux des extraits est alors exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique

par gramme de matiére seche (mg GAE/g MS).

1.4 Quantification des flavonoides totaux (TFC)

+«+ Principe
Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe jaune
entre trichlorure d’aluminium (AICI3) et les flavonoides. La méthode de Topgu et al. (2007)

est utilisée avec quelques modifications pour une détermination sur microplaque 96

INSe

Al-

puits.(Figure.27)

H+

OoH o

Figure.28: Mécanisme de I’interaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoides (Ribéreau-

Gayon ,1968).

% Procédure
Selon le protocole de Kumaran et al. (2007), une plaque a 96 puits a été rempli avec 50 ul de
chaque dilution des différent extrait de plante, puis 130 ul de éthanol ont été ajouté. Ensuite

10 ul de la solution de potassium acétate (CH3COOK) (S1) et 10 ul de la solution de nitrate

Entpreneuriat

Essai de production d’un gel anti-inflammatoire a base de 1’extrait de fruits de piment



- MATERIEL ET METHODES PARTIE PRATIQUE

d’aluminium (Al (NO3)3, 9H20) (S2) ont été ajouté. Le test est répété dans trois puits pour
chaque extrait.
Un blanc échantillon est préparé en remplacant les réactifs par I’éthanol (50ul extrait + 150 pl
¢thanol). L absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 415 nm
La quercitrine a été utilisée comme standard pour la courbe d’étalonnage des flavonoides a
une concentration de 0,2 mg/ml.

« Expression des résultats
Les taux des flavonoides totaux pour chaque extrait est faite a partir de 1’équation de
régression d’une courbe d’étalonnage standard (quercitrine) dont une gamme d’étalonnage
linéaire (y=ax+b) est déja réalisée dans les mémes conditions expérimentales et le méme
protocole que les extraits. La teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme équivalent

de quercétines par gramme de matiere séche (mg EQ/g MS).

1.5 Les activités antioxydants in —vitro
11.5.1 Activité anti radicalaire au DPPH

+«+ Principe
L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par le dosage du DPPH (Blois ,1958). Le
principe de cette méthode est la réduction du DPPH (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyl) de
couleur violette en 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune. Le DPPH absorbe a 517
nm, mais lors de la réduction par un antioxydant son absorption diminue (Bensouici, 2015).
Le BHT et le BHA sont utilisés comme standards antioxydants. (Figure.28).

NO, NO,
. H
O:N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure.29: Transformation du radical DPPHe en DPPH, H

Entpreneuriat

Essai de production d’un gel anti-inflammatoire a base de 1’extrait de fruits de piment




- MATERIEL ET METHODES PARTIE PRATIQUE

0,

% Mode opératoire
Préparation de la DPPH
Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est
dissous dans le méthanol et gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm

(517 nm) dans le spectrophotometre.

% Procédure
Selon le protocole décrit par Blois. (1958), un volume de 40 pul de chaque extrait avec un
volume de 160 pl de DPPH ont été ajouté dans chaque puits de la microplaque. Aprés le
mélange est incubé a 1’obscurité pendant 30 min a température ambiante. Trois essais ont été
effectués pour chaque concentration de produits testés, Parallelement un contrble négatif
(blanc) a été préparé en remplagant I’extrait par 1’éthanol. La lecture des absorbances a été

mesurée a 517 nm.

«» Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de différents extraits a été calculé a partir de la formule suivante :

% Inhibition = [(A C — A E) /A C) *100

AC : Absorbance du controle.
AE : Absorbance de I’extrait.
Nous avons déterminé le parametre CI50 (valeur de concentration inhibitrice), c’est la
concentration de I’extrait qui provoque une inhibition de 50% de D’activit¢ du DPPH
(changement de la couleur). Elle est calculée graphiquement par la régression linéaire des
graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des

fractions utilisées. Donc IC 50 de chaque extrait est calculé :

CI50 = (Y- b) /a

11.5.2  Activité pouvoir réducteur (FRAP)
+ Principe
L’activité Reducing power est déterminée par la méthode d’Oyaizu. (1986) avec une légere
modification. Le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du potentiel antioxydant
d’une substance (Wang et al. 2008). Le principe de cette méthode consiste a évaluer

I’aptitude d’un antioxydant donné a réduire le
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Fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe ferrocyanure de potassium (K3Fe (CN) 6) en fer
ferreux (Fe2+) (Philips et al. 2010).

La réaction est revélée par le virement de la couleur jaune du fer ferrique a la couleur bleu-
vert du fer ferreux. L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométre a 700

nm (Karagozler et al. 2008). L’acide ascorbique et 1’a tocophérol sont utilisés comme

standards antioxydants (Figure.29).

- 4
R |"|
N u:l N N N
\:\\\C”’* | \a\cfl;; \\\ c"% &\\\C’ﬁ
o o . + " Fe1+ o
3k+ - Fe-”: + Antioxydant w4k L +Antioxydant
o e P CAL oxydé
'JJ |
Ferrocyanure de potassium Ferricyanure de potassium

Figure.30: Mécanisme réactionnel du test Pouvoir réducteur (Gulgin, 2012).

% Procédure
Selon le protocole décrit par Oyaizu. (1986), un volume de 40 ul du phosphate buffer
(pH=6,6) et 50 pl de potassium ferricyanide 1% sont ajoutés a 10 pl des différentes
concentrations des extraits. Aprés 20 min d’incubation a température ambiante de 50°C, 50 pl
du tri-chloro acétique acide (TCA) (10%) (1 g de TCA dans 10 ml H20) plus 40 pl d’H20 et
10 ul de ferric chloride FeCl3 (0.1%) (0,1 g de FeCl3 dans 100 ml H20) sont ajoutés au
milieu réactionnel. Le blanc est préparé en paralléle suivant le méme protocole en remplacant

I’échantillon par I’éthanol. Puis I’absorbance est déterminée a 700nm.

11.5.3

+ Principe

Activité du piégeage du cation radical ABTS

Le radical ABTS (I’acide 2,2’-azinobis-3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) de couleur bleu-
vert est généré par I’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec persulfate de potassium
(Re et al. 1999). Lorsque le radical est piégé par les substances antioxydants présentes dans

I’extrait qui va réduire ce radical, en provoquant une décoloration du mélange, I’intensité de
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la décoloration dépend de ’activité antioxydant du composé testé mais souvent aussi du
temps et de la concentration. Le BHT et le BHA sont utilisés comme standards

antioxydants.(Figure.30).

059 s s SO5-
=TT
N.._,H_' M

CsHs CzHs™

ABTS K20:5¢
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\©: >—NI—I—N—< | .coOH
N HaC O =
I.‘l‘\‘l:-;H-; CsHs" CHa CHas

ABTSH*+

Figure.31: Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de He (Gulgin,
2012).

% Procédure
Selon le protocole de Re et al. (1999), un volume 40 pl de chaque extrait a différentes
concentrations ont été mélangé avec 160 ul de I’ABTS+e. Le mélange est laissé a I’abri de la
lumiere a température ambiante pendant 10 min. Trois essais ont été effectués pour chaque
concentration de produits testés. Un blanc est parallelement préparé suivant le méme
protocole tout en remplagant 1’échantillon testé par I’éthanol. La lecture est réalisée a I’aide
d’un lecteur microplaque a 734 nm.

= Le pourcentage de réduction du radical ABTS+ est calculé selon I’équation suivante :

Activité ABTS (%) = [(Abs contréle — Abs extrait) / Abs controle] x 100
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11.5.4  Activité de Phénantroline
% Principe
L’activité de phénantroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka. (2008).
Elle est basée sur la réduction du Fe3+en Fe2+ion en présence d’un antioxydant. L'ion Fe2+
formé réagi avec I'ortho-phénantroline pour donner un complexe rouge orange. L’absorbance

est enregistrée a 510 nm. Le BHT et le BHA sont utilisés comme standards antioxydants.

1,10 o- Phénantroline Complexe rouge orange (Féroien)

Figure.32: Formation du complexe Fe+2-phénantroline (Apak et al., 2007).

% Procédure
Selon le protocole de Szydlowska-Czerniaka et al.( 2008), un volume 10 pl extrait a été
ajouté a 50 pl Chlorure ferrique FeCl3 (0.2%) et 30 pul Phenanthroline (0.5%) puis 110ul
MeOH. Le mélange est laissé a 1’abri de la lumiére a température ambiante Pendant 20 min a
30°C. Un blanc est préparé¢ de la méme manicére en remplagant ’extrait par le 1’éthanol.

L’absorbance a été mesurée a 510 nm.

11.5.5 Activité Silver nanoparticle (SNP) assay
+ Principe
L’activité Métal Chélate est déterminée selon la méthode de Mustafa Ozyiirek, (2012). Elle

est basée sur la réduction de I’Ag+ en nanoparticules d'argent sphériques Ag0 (Figure.32).
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Ag++Citrate

Nanoparticules d’argent sphérique Ag

Figure.33: La Réduction de I’Ag+ en nanoparticules d'argent sphériques Ag0 (Ozyurek et al.
2012).

% Procédure
Selon le protocole décrit par Mustafa ozyurek. (2012), un volume de 20 pl de chaque extrait
avec un volume de 130 pl solution SNP, et de 50ul de H2Oont été induits dans chaque puits.
Ensuit le mélange est incubé a 1’obscurité pendant 30min a 25°C. Un blanc est préparé de la
méme mani¢re en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé (éthanol). La lecture des

absorbances a été mesurée a 423 nm. Le Trolox est utilisé comme standard.

11.5.6  Activités enzymatiques
11.5.6.1 Evaluation I’activité anti cholinestérase (anti Alzheimer in-vitro)
+«+ Principe
L’activité est déterminée par la méthode d’Ellmanetal. (1961). L acétylcholinestérase (AChE)
est I’enzyme responsable d’hydrolyse le substrat d’acétylcholine (ATCI) en acide acétique et
thiocholine qui réagit avec DTNB pour donner des produits de réaction coloré en jaune, les
inhibiteurs de cette enzyme sont utilisés pour diminuer la métabolisation d’ATCI et diminuer
les symptomes de la maladie d’Alzheimer. L'intensité de la couleur du produit est mesurée a
412 nm, elle est proportionnelle a l'activité enzymatique. La galantamine a été utilisé comme

composé de référence (Figure.33).
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Figure.34: Principe de la réaction d’Ellman et al. (1961).

% Procédure

Selon le protocole décrit par Ellman et al. (1961), 150 ul de tampon phosphate de sodium
(pH=8), 10 ul de solution mere d’extrait avec les différentes concentrations convenables et 20
ul de la solution enzymatique AChE ont été induits dans chaque puits. Apres une période
d’incubation de 15 min a température ambiante 25°C. La réaction est ensuite initiée par
I’addition del0 pl de DTNB et 10 pl de substrat ATCI (I’iodure d’acétylthiocholine). La
lecture se fait a t=0 et t=15 min a 412 nm.

*Le pourcentage d’inhibition de I’enzyme d’AChE est déterminé par rapport au blanc
(éthanol avec le phosphate buffer pH 8) par la formule suivante :

%INH = (abs E —abs S) / abs E

E : L'activité de I'enzyme sans extrait.

S : L'activité de l'enzyme avec 1’extrait.
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11.5.7  Activité anti-inflammatoire in-vitro
% Principe
La détermination de 1’activité anti-inflammatoire in vitro se fait selon la Méthode d’inhibition
de dénaturation du BSA provoquée par la chaleur (72°C) par I’extrait décrite par Kandikattu
K, (2013) avec de Iégéres modifications .

% Procédure
Une solution BSA de 0,2% (p/v) a été preparée dans une solution saline tampon Tris et le pH
a été ajusté a 6,6 en utilisant I’HCI.
A partir des solutions méres, on a préparé cing concentrations différentes utilisant de I'eau
comme solvant. 1ml de chaque extrait ont été transférés dans des tubes. 1ml de BSA &4 0,2 %
ont été ajoutés a la totalité des tubes. Parallélement, pour chaque concentration d’extrait un
blanc est préparé dans lequel 1 ml d’extrait est ajouté a 1 de Tris-HCI ainsi, un contrdle positif
est préparé contient 1 ml de BSA et 1 ml du tampon. Ensuite une double incubation, la
premiére a 37 C° pendant 15 min suivie par une deuxieme dans le bain marie & 72 C° pendant
5 min. Aprés refroidissement la turbidité est mesurée a 660 nm. Les résultats sont comparés

par rapport a un standard qui est le Diclofenac .

% Expression des résultats
Le taux d’inhibition de la dénaturation thermique de BSA a 72°C est exprimé par la formule

suivante :

%INH = [(Ac -Ae) /Ac]. 100

Ac: absorbance du contr6le négatif.

Ae: absorbance de I'échantillon ou standard.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

1.1 Rendement d’extraction

Dans cette étude, le rendement a été déterminé sur la base de la masse de 100 grammes de

farine végétale (MO0). Le rendement obtenu, ainsi que l'aspect et la couleur de I'extrait. Nous

avons obtenu 10.05% d'extrait brut de C.annuum

La formule suivante nous a permis de calculer les rendements d’extraction :
R(%0)=Pe/Ptx 100

Avec :

R= rendement

Pe= poids de I’extrait brut obtenu

Pt= poids total du végétal

Type .
d’extraction Extraits Masse (9) Couleur Aspect Rendement
Solide —liquide EtOH 100 Rouge foncé Pateux 10.05%

.2 L’analyse quantitave des composes phénoliques

1.2.1  Quantification des polyphénols totaux

La quantification des polyphénols totaux a été déterminée par spectrophotométrie Folin-

Ciocalteu (FCR). L'acide gallique a été utilisé comme standard et les résultats sont présentés

dans la courbe d'étalonnage avec I'équation : Y = 0,0034 X + 0,1044, Rz = 0,9972.

Teneur en polyphénols totaux exprimée en mg equivalent acide gallique g extrait (mg EAG /

g extrait)

Tableau 2: Résultats du dosage des polyphénols totaux

Polyphénols (mg EAG /d’extrait)

extrait 65,17 + 3,31
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Figure 35: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

1.2.2  Quantification des flavonoides totaux (TFC)
La quantification des flavonoides totaux a été déterminée par la méthode de Topgu et al.
(2007). La quercétine a été utilise comme un standard, les résultats obtenus sont représentés
dans une courbe d’étalonnage ayant 1’équation : Y= 0,0048x avec R*=0,997.
Dont la teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent d’acide quercétine par
g d’extrait (mg EQ / g)
Tableau 3 : Résultats du dosage des flavonoides totaux

Flavonoides (mg EQ /d’extrait)

extrait 57,29 +13,51

y =0,0048x
1,00 - R?=0,997

Absorbance
o
()]
o
1

0,40 -
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Figure 36: Courbe d’étalonnage de la quercétine
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1.3  Les activités antioxydants in —vitro
Compte tenu de la complexité du processus d'oxydation, il est clair qu'une seule méthode ne
suffit pas pour caractériser le potentiel d'oxydation d'un échantillon, il est donc nécessaire de
combiner plusieurs tests complémentaires pour fournir des résultats cohérents et exhaustifs.
Nous devons donc combiner sept methodes complémentaires pour Evaluation de l'activité
antioxydante des extraits éthanoliques basée sur les mécanismes d'action suivante :
> Radical scavenging (piégeage des radicaux) , un test qui mesure le transfert
d'hydrogene vers des radicaux colorés stables facilement détectables (DPPHe,
ABTSe+)
> Activité de réduction du fer (pouvoir réducteur, activité phénanthroline) et chélate
métallique Ag+ (SNP)
1.3.1  Activité du pouvoir réducteur (FRAP)
Les résultats obtenus on permit de tracer la courbe d’absorbance en fonction des

concentrations d’extraits et des standards

1,6
=0==EXTRA..
14

1,2

0.8

Absorbance

0,6
0,4

0,2

0 50 100 150 200 250
Concentration en pg/ml

Figure 37 : Courbes d’absorbance en fonction de la concentration de 1’extraits (FRAP)
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Figure 38: Courbes d’absorbance en fonction de la concentration des standards (FRAP)

Les résultats de l'analyse statistique montrent un lien proportionnel entre les absorbances et
les concentrations plus I'absorbance est élevée, plus le pouvoir réducteur est important.
L'extrait a un pouvoir réducteur trés élevé, avec une absorbance maximale de 1,39+0,23 a une
concentration finale de 200 pg/ml. La comparaison entre les standards (acide ascorbique et
trolox) et I'extraits indique que les extrait exhibent bonne activité réductrice mais il est faible
par rapport a l'acide ascorbique et Trolox (A0.5= 3.62+0.29 et 5.25+0.20 pg/ml
respectivement).
1.3.2  Activité —Phenanthroline
Les résultats obtenus on permit de tracer la courbe des absorbances en fonction des

concentrations des d’extraits et des standards :

3
=== cxtrait

25

15

Concentration en pg/ml

05

0 50 100 150 200 250
Concentration en pg/ml

Figure 39: Courbe d’absorbance en fonction de la concentration de 1’extrait phenoltranline
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Figure 40: Courbe d’absorbance en fonction de la concentration des standards
phenoltranline

De l'analyse statistique des résultats, il a été constaté que l'extrait avait une capacité de
réduction dose-dépendante du fer ferrique (Fe3+). A une concentration de 200 mg/ml, I'extrait
a une excellente activité réductrice du fer ferrique (Fe3+) avec une absorbance maximale de
2,61+0,12 L'extrait a montré une faible activité réductrice de (Fe3+) par rapport aux témoins
positifs (acide ascorbique et Trolox). Cela est di a la pureté des étalons utilisés, mais cela

n'empéche pas nos extrait d'étre actifs.

Ags (ng/ml)

o P, N W b OO N 00 ©
Il

Extrait trolox ac ascorbique

Figure 41: Histogramme représentant les valeurs des A0.5 de I'extrait et standards

1.3.3  Activité du piégeage du cation radical ABTSe+
Les résultats obtenus de ce test, nous ont permis de tracer le graphe de variation du

pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration
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Figure 42: Courbe des pourcentages d’inhibition du radical ABTS en fonction de la

concentration de 1’extrait
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Figure 43: Courbe des pourcentages d’inhibition du radical ABTS en fonction de la

concentration des standards

pourcentages d’inhibitions, nous observons que le taux d’inhibition augmente en fonction de
I’augmentation de la concentration utilisée. A une concentration maximale (200 pg/ml),

on constate que tous nos extrait représentent une activité antiradicalaire avec des pourcentages
d’inhibition €léve mais il reste plus faible que I’activité antioxydante du acid ascorbique e

Trolox (3.21+0.06 et 3.04+0.05)
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Figure 44: Histogramme représentant les valeurs des CI50 de I' extrait et standards

1.3.4  Activité antiradicalaire du DPPH
Nos résultats obtenus on permit de tracer la courbe de pourcentage d’inhibition en fonction

des concentrations de I’extraits et des standards

100
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Figure 45: Courbe des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

concentration de 1’extrait
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Figure 46: Courbe des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de la
concentration des standards

La comparaison de l'activité antiradicalaire DPPH de l'extrait avec le standard (acide
ascorbique et Trolox) a montré une activité antiradicalaire dose-dépendante contre les
radicaux libres DPPH. c'est-a-dire que le piégeage des radicaux libres DPPH augmente avec
l'augmentation de la concentration d'extrait et donc l'activité de piégeage augmente Les
extraits ont montré des niveaux variables d'activité de piégeage des radicaux libres DPPHe

dans la plage de concentration de 25 a 200 pg/ml, ou a 200 pg/ml l'extrait a montré un

pourcentage éleveé d'inhibition

» Détermination des CI50
Pour mieux comprendre la capacité antioxydante de nos extrait, nous avons déterminé la
valeur d'IC50 pg/ml, qui est définie comme la consultation d'extraits antioxydants nécessaires
pour inhiber et réduire de 50% les radicaux libres DPPHe. Le calcul de sa valeur IC50 nous
permet d'évaluer et de comparer I'efficacité des extraits, plus la valeur est petite, plus la valeur

est petite, plus I’activité antioxydant a piéger les radicaux libres est ¢levée
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Figure 47: Histogramme représentant les valeurs des CI50 des extraits et standards
obtenus par le test DPPH
D’aprés les résultats obtenus, on constate que nos extrait testées, présentent une bonne
capacité a piéger le radicial DPPH avec des valeurs CI50 (91,49+1,84)mais cette activité
antiradicalaire elle reste inferieure a celle du standards (acide ascorbique et trolox) (5.12+0.21
4.39+0.01)
1.3.5  Activité Silver nanoparticle (SNP) assay
Nos résultats obtenus on permit de tracer la courbe des absorbances en fonction des
concentrations des extraits et des standards, et 'histogramme des concentrations

réductrices (Aos)
035 =@=Extrait
03

0,25

o
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Titre de I'axe

o
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Figure 48: Courbes d’absorbance en fonction de la concentration de 1’extrait (SNP)
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Figure 49: Courbes d’absorbance en fonction de la concentration des standards (SNP)

A partir de I’analyse statistique de ces résultats, on a révélé une proportionnalité entre les
absorbances des extraits et leur concentration, plus I’absorbance est élevée, plus la capacité
réductrice est importante.
En effet, a une concentration 100 ug/ml on remarque que Acide ascorbique exprimées une
meilleure capacité réductrice des ion Ag+ avec une densité optique plus élevée (2.35+0.01)
suivi par Trolox qui montre une efficacité réductrice a une absorbance maximale de 1’ordre de
(1.04+0.01). a concentration (400 pg/ml) nos exrait possédent une capacité réductrice des ion
Ag+ la plus faible avec des absorbances 0,29+0,03
1.4 Activité enzymatique

14.1 Evaluation de I’activité anticholinestérase
D’apres les valeurs de 1’absorbance obtenues en trouve que 1’activité anticholinestéraseest
faible dans notre extrait donc les résultats enzymatique ne sont pas fiables
1.5 Activité Anti-inflammatoire
Les résultats enregistrés ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition de I'extrait selon la
méme formule utilisée pour les autres activités L’effet anti-inflammatoire de 1’extrait a été
évalué in vitro par rapport a la dénaturation de BSA. Les résultats actuels ont montrés une
inhibition concentration-dépendante de la dénaturation des protéines par I’extrait. a la méme
concentration.Tandis que, les standards possedent une capacité réductrice des ion Ag+ la plus

faible avec des absorbances 0,82+0,06 nm
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Figure 50: Histogramm d’inhibition de la dénaturation de BSA par l'extrait

le test a montré que 1’extrait , possédent le pouvoir le plus élevé pour inhiber la dénaturation
de BSA ,ce pouvoir est confirmé par un pourcentage d’inhibition important (93,11%)

A partir des valeurs d’ CI50 , on constate que 1’extrait a un bon potentiel avec une CI50 de

5

10 15 20

Concentration (mg/ml)

IC50 = 3,78 mg/ml comparable a celle de standard (Voltaréne C150 127,57 +1,45 pg/ml)

Tableau 4: 1¢50 de standard

equation IC50 pg/m
Voltarene 0,2246 x+21,355 127,57 1,45
100~

c 90 - —e——— 9

®  80-

g 70+

L« 604

82 56

5§ 40-

2 30+

= 20 -

= 10 -
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Figure 51: courbe représentant les valeurs des CI150 de I'extrai
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Conclusion et Perspectives

Les plantes médicinales restent le premier dépositaire de nouveaux médicaments. lls sont
considérés comme une source de matiéres premiéres essentielles nécessaires a la découverte
de nouvelles molécules d'origine naturelle, indispensables au développement de futurs
médicaments qui apporteront une contribution majeure a la prévention de diverses maladies.
Dans le présent travail, nous nous somme intéressées de réaliser un gel anti-inflammatoire a
base des constituants naturel 100% bio, extraits de piment piquant (Capsicum annum L.) , a
travers les études suivantes :
-Dosage des métabolites secondaires de types polyphénols et flavonoides
-des activités biologiques (anti-oxydante, enzymatique et anti-inflammatoire).
- conception de la formulation
- production de gel anti-inflammatoire
Concernant I’analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux dans 1’extrait de
notre plante, les résultats obtenus, indiquent que notre extrait il contient des faibles dose en
ces Composes
La capacité antioxydante d'extraits de plantes a été évaluée in vitro par cing méthodes
complémentaires : Dpph ; phénantroline ; ABTS ; SNP ; FRAP aprés discuter les résultats de
Ces tests montrent donc que 1’extrait posseéde une faible activité antioxydante
Pour I’activité anti-inflammatoire, nos résultats montrent que ’extrait testé a généralement
une trés bonne activité anti -inflammatoire.
Notre travail est finaliser par la formulation et la production de notre gel anti inflamatoire
"Bio Cap®™
Concernant les tests de toxicité, et les effets indésirables et le controle de qualité sont en
cours de réalisation, vu que nous sommes trés limités par le temps.
En perspectives, nous envisageons d’utiliser ces résultats pour développer mieux notre produit
et de le commercialiser dans différents domaines :

» Bio-industrie

» Pharmaceutique



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

En perspective, nous souhaitons a travers notre travail scientifique et les évaluations faites
par des experts, de créer notre propre entreprise basée sur des produits naturels et leurs

matieres premicres 100 % bio et d’origine algérienne.

Figure 52: Gel anti-inflammatoire Bio Cap®
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Annexe

I. Préparation des solutions

1.Quantification des polyphénols totaux (TPC)

> Préparation de Carbonate de sodium (Na2C0O3) a 7,5% :

Une quantité de 7,5 g de Na2CO3 est dissoute dans 100 mL d’eau distillée sous agitation a
I’aide d’un agitateur magnétique chauffant.

> Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois

1mL de la solution FCR concentrée (2M) est complété a 10 mL avec I’cau distillée (9 mL).

> Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique

Une masse de 0,5 mg de I’étalon 1’acide gallique a ¢été dissoute dans 5 ml de méthanol pour
obtenir une solution mére de concentration égale a 200 ppm (Sm), une gamme de dilutions a
été faite a partir cette derniére

2. Quantification des flavonoides totaux (TFC)

> Préparation des solutions

Pour 1 M Potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9.80 grammes dans 100 ml d’eau
distillé pour obtenir la solution S1

Pour 10% nitrate d’aluminium (Al (NO3)3, 9H20) on pese 10g de ce produit dans 100ml
d’eau distillée.

> Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine

On prend 1 mg de la quercétine et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la
solution 0,2 mg/ml (SM). Les dilutions sont faites a partir cette derniére.

3. Activité antiradicalaire au DPPH

> Préparation de la DPPH

La solution de DPPH a été préparé par la solubilisation de 6 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol et gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm (517 nm) dans le
spectrophotometre.

4. Activité du piégeage du cation radical ABTS+

> Préparation de la solution d’ABTS

Une quantité de 19,2 mg de ’ABTS (7 mM) et 3,3 mg du persulfate de potassium (K2S208
2.45 mM) et 10 ml H20 sont mélangés et mis a 1’abri de la lumiére pendant 12- 16H,
I’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H20) a 0.700 £ 0.020 a

734 nm avant [’usage.
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5. Activité Phenanthroline

> Préparation des solutions

Préparation de la solution Phenanthroline (0.5%) par la solubilisation de 0.05g de 1,10-
Phenanthroline dans 10ml de MeOH, et la dissolution sous agitation de 0.02g de FeCI3 dans
10 ml de H20 pour la solution Ferricchloride FeCI3 (0.2%).

6. Activité Pouvoir réducteur (FRAP)

> Préparation des solutions

La dissolution sous agitation de 1 g d’acide tri-chloroacétique (TCA) dans 10 mL H20 ,1 g de
potassium ferricyanide (K3Fe (CN)6) dans 100 mL H20O, et 0,1 g de chlorure ferrique FeCI3
dans 100 mL.p

7. Activité Silver nanoparticle (SNP) assay

> Préparation des solutions

La dissolution sous agitation de 0.170 g de Silver nitrate (10Mm) dans 100 mL H20 , et 1g de
Trisodium citrate (1%) dans 100 mLH20.

> Préparation de la solution SNP

50 ml de (AgNO3) est chauffé pendant 10 min puis 5ml de Trisodium citrate est ajouté goutte
a goutte jusqu'a le changement de la couleur vers le jaune pale aprés la solution est laisser a
température ambiante.

8. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in-vitro

> Préparation du Tris-HCI 0.05 M PH : 6,6

1,2144g est dissous dans 200 ml de 1’eau bi distillée. Le PH est par la suite ajusté a 6,6 avec
I’HCI.

> Préparation du standard

Différente concentration de Diclofénac sodique (forme injectable) sont préparée dans I’eau
distillée a partir d’une solution mére de 500 ppm.

> Préparation des blancs

A- Pour chaque concentration d’extrait de plante un blanc extrait est préparé dans le quel
01ml d’extrait est ajouté a 1 ml de Tris-Hcl (Ce blanc a pour but de soustraire 1’absorbance de
I’extrait des résultats obtenus).

B- un blanc BSA contenant 1 ml de la solution de BSA ajouté a 1 ml du solvant utilisé pour
les extraits (le résultat obtenu correspond a la dénaturation totale du BSA en absence de

substance inhibitrice)
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> Réparation de la solution BSA 0,2%
0,2 g de BSA est dissoute dans 100 ml de tampon Tris-Hcl.

Tableau 1. Materieles utitliser

Bain ultra sons rotavapeur
(Bentrad.F,hamzaoui.y ,2022) (Bentrad.F,hamzaoui.y ,2022)

SPECTROPHOTOMETRE UV Lecteur Microplaque
(Bentrad.F,hamzaoui.y ,2022) (Bentrad.F,hamzaoui.y ,2022)
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Clevenger (Extraction huilles essentiels )
(Bentrad.F,hamzaoui.y ,2022)
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RESUME

Le but de cette étude était de déterminer la composition chimique des piments et d'évaluer leurs propriétés
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piments séchés (rouges) cultivés dans la région de Guelm.
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