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Résumé :

Le lycopéne est un pigment bioactif d'une grande importance alimentaire obtenu
généralement a partir de quelque fruit et légumes rouge, son utilisation dans les produits
alimentaires et pharmaceutiques nécessite une haute pureté. L objectif de cette thése consiste
en extraction et purification du lycopene a partir du concentré de tomate et de pastéque, ainsi
que I’exploration de ses effets biologiques in vitro et in vivo. En premier temps, la purification
du lycopene a été réalisée par I’utilisation d’une nouvelle approche efficace, c’est la méthode
de recristallisation par utilisation du DMSO comme anti-solvant, la pureté de ces cristaux a
été confirmée par une panoplie de méthodes d’analyses (UV-Vis, CCM, FTIR, HPLC et
DRX). Une conception Box-Behnken de la méthodologie de surface de réponse a été
appliquée pour optimiser les conditions de purification (le volume du filtrat, la température
d'évaporation et le volume d’anti-solvant) dont les conditions optimales enregistrées étaient
respectivement de 20 mL, 50 °C et 5 mL, ce qui a engendré un rendement maximal de
lycopéne pur de 2,73 mg g-'. Dans un deuxiéme temps, nous avons testé la concentration
minimale inhibitrice (CMI) du lycopéne en testant six souches référencées, les valeurs de
CMI obtenues eétaient relativement élevees, ce qui se traduit par une faible activité
antimicrobienne. Afin de I'améliorer, nous avons combiné le lycopéne avec I'huile essentielle
d'’Ammi visnaga L. L'interaction du lycopéne avec Ammi visnaga a engendré un effet
synergique sur trois souches : E. coli, K. pneumonia et S. aureus.

L’étude in vivo de I’effet thérapeutique du lycopéne est basée sur un traitement d’une
prostatite chronique provoquée par staphylococcus aureus chez le rat wistar. Un modele de
CBP (prostatite bactérienne chronique) a été développé par une instillation urétrale de la
bactérie S. aureus dans le canal prostatique. Vingt rats de modele CBP) divisés aléatoirement
en quatre groupes ont recu un traitement, soit par le lycopéne seul, soit lycopéne combiné au
céfalexine ou céfalexine seul avec un témoin positif. Aprés deux semaines de traitements, les
¢chantillons des urines recueillis ont fait I’objet d’une uroculture afin de dénombrer les
bactéries existantes et aprés sacrifices des rats, la prostate a été récupérée pour des tests
microbiologiques et histologiques. Les résultats obtenus montrent une réduction significative
du nombre de bactéries dans les urines et dans les tissus prostatiques chez les rats traités par le
lycopéne combiné avec I’antibiotique Ccéfalexine. Ces résultats suggerent que cette
combinaison peut avoir un effet synergétique dans le traitement de la CBP causé par S.
aureus.

Mots clés : Lycopeéne, Extraction, Purification, Optimisation, Effet synergétique, Prostatite
chronique, S. aureus, Céfalexine



Abstract:

Lycopene is a bioactive pigment of great dietary importance usually obtained from some red
fruits and vegetables; its use in food and pharmaceutical products requires high purity. The
theme of this thesis consists in the extraction and purification of lycopene from tomato
concentrate and watermelon as well as the exploration of its biological effects in vitro and
in vivo. At first Lycopene purification is achieved by using a new effective approach is the
recrystallization method by using DMSO as an anti-solvent. The purity of these crystals was
confirmed by the following analytical methods UV-Vis, TFC, FTIR, HPLC and DRX. A Box-
Behnken design of the response surface methodology was applied to optimize the purification
conditions (filtrate volume, evaporation temperature and anti-solvent volume). Optimum
conditions for filtrate volume, evaporation temperature and DMSO volume were respectively,
20 mL, 50°C and 5 mL, resulting in a maximum pure lycopene yield of 2.73 mg g*. In a
second phase, we studied the minimum inhibitory concentration (MIC) of lycopene by testing
six referenced strains, the MIC values obtained were relatively high, resulting the low
antimicrobial activity. To improve it, we combined lycopene with Ammi visnaga L essential
oil. The interaction of lycopene with Ammi visnaga L resulted in a synergistic effect on three
strains: E. coli, K. pneumonia and S. aureus. The in vivo study of the therapeutic effect of
lycopene is based on the treatment of chronic prostatitis caused by S. aureus in wistar rats.
We developed the model of CBP (chronic bacterial prostatitis) by a urethral instillation of
S. aureus in the prostate canal. Twenty model rats (PBC) randomly divided into four groups
were treated with either lycopene alone or lycopene in combination with cefalexin or
cephalexin alone with a positive control. After two weeks of treatment, the urine samples
collected were urocultured to count the existing bacteria, after sacrifices the prostate were
recovered for microbiological and histological tests. The results obtained show a significant
reduction in the number of bacteria in urine and prostatic tissues in rats treated with lycopene
combined with the antibiotic cefalexin. These results suggest that the combination of
lycopene and cefalexin may have a synergistic effect in the treatment of S. aureus induced
PBC.

Key words: Lycopene, Extraction, Purification, Optimization, Synergistic effect, chronic

prostatitis, S. aureus, Cefalexin.
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Introduction :

Chez I’étre humain, les caroténoides ne peuvent pas étre synthétisés, ils sont
simplement absorbés par I’alimentation. Dans notre régime alimentaire, trois principaux
caroténoides (le béta-caroténe, la lutéine et le lycopéne) constituent 80 % des apports en
pigment. Le lycopene est un caroténoide hydrocarboné naturel, de couleur rouge,
abondamment trouvé dans quelque fruits rouges et légumes rouges comme la tomate, la
pastéque, le goyave rose, et les papayes (Palozza et al., 2010). C’est une molécule de formule
CaoHss, non saturé a chaine ouverte avec un poids moléculaire de 536 g/mol. Il est insoluble
dans I’eau, éthanol et méthanol, et soluble dans I’hexane, chloroforme, benzene, huiles
végétales et graisses (Faisal et al., 2013 ; Caceres.et al., 2015).

Le lycopene est considéré comme étant une molécule d'intérét ayant de nombreuses
applications en cosmétologie, en industric alimentaire en tant que colorant, ainsi qu’en
industrie pharmaceutique, ou il a plusieurs formulations: orales (Raikos et al., 2019),
intraveineuses (Stojiljkovic et al., 2018) et topiques (Ciriminna et al., 2016).

Le lycopeéne est un candidat important dans la prévention nutritionnelle, c’est un
puissant antioxydant capable de protéger les cellules vivantes contre les attaques radicalaires
et les dommages oxydatifs permettant la lutte contre les maladies chroniques et prévenir des
maladies liées au vieillissement (Rodriguez-Amaya, 2019; Weber et al., 2020). Ce caroténe
est doté d’un effet protecteur contre la dysplasie, le cancer de la prostate et du tube digestif
(Hirsch et al., 2007). Le lycopene est potentiellement un agent préventif contre certains
cancérigenes , ceci est étroitement lié a sa capacité de régulation du microbiote intestinal, du
cholestérol et du métabolisme (Wiese et al., 2019).

La purification du lycopene peut se faire par plusieurs méthodes a savoir : la
chromatographie sur colonne, chromatographie sur couche mince (CCM) (Saeid et al., 2016),
résines d'adsorption macroporeuses (Liu et al., 2010) et par recristallisation (Aghel et al.,
2011).

Cette these se fonde sur un double ancrage expérimental. Une étude in vitro vise a
développer une nouvelle méthode rapide et moins onéreuse de purification du lycopene a
partir de deux produits locaux, le concentré de tomate CAB Amor ben Amor et la pastéque ; a
optimiser les conditions de purification par la méthode de cristallisation du lycopéne selon la
conception de surface Box-Behnken; a explorer la solubilité du lycopéne dans quelques huiles
essentielles et enfin évaluer 'effet synergétique antibactérien ente le lycopene et I’huile

essentielle d’Ammi visnaga L. L’étude in vivo de I’effet thérapeutique du lycopene est basée
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sur un traitement d’une prostatite chronique provoquée par staphylococcus aureus chez le rat

wistar.
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CHAPITRE | : PROPRIETE ET BIENFAITS DU LYCOPENE

1.1 Généralité sur le lycopene

Le lycopéne et le PB-caroténe sont deux caroténoides connus pour étre de puissants
antioxydants capables de protéger les cellules vivantes contre les attaques radicalaires et les
dommages oxydatifs (Rao et al., 2006).

La recherche de ressources naturelles de ces composés bioactifs permet de répondre a
la tendance de consommation de produits naturels pour la santé. On en trouve dans plusieurs
fruits et plantes généralement de couleur rouge et orange (Pattan et al., 2011). Dans le corps
humain, le lycopene représente de 21 a 43% des caroténoides du plasma sanguin et peut étre
le caroténoide dominant (Stahl et al., 1996).

Chez les plantes, les algues et autres organismes photosynthétiques, le lycopéne est
responsable des pigmentations jaune, orange et rouge, de la photosynthése et de la
photoprotection (Ordofiez-Santos & Ledezma-Realpe, 2013). En raison de sa forte coloration
et de sa non-toxicite, le lycopéne est devenu un colorant alimentaire recommandé (Alda et al.,
2009). Parmi les caroténoides, le lycopéne a une valeur ajoutée croissante en tant
qu'ingrédient bioactif important doté de plusieurs propriétés biologiques, qui a envahi le

domaine agroalimentaire, cosmétiques et cosméceutiques (Zuorro et al., 2012).

I.1.1. Sources alimentaires du lycopene

Le lycopene disponible dans le commerce peut étre produit par synthése chimique,
fermentation ou isolement a partir d'un petit nombre de sources naturelles abondantes, telles
que la biosynthése a partir d'algues, de champignons, de plantes et, a plus petite échelle, par
des micro-organismes. Les animaux étant incapables de produire des caroténoides, ils
dépendent entierement des sources alimentaires pour un apport adéquat de ce nutriment
(Jaswir et al., 2011). Bien que la principale source de lycopene dans l'alimentation humaine
soit la tomate, la teneur en lycopéne peut varier considérablement en raison de facteurs
environnementaux, de techniques agricoles ainsi que des types de tomates et de leur
maturation (Ordofiez-Santos & Ledezma-Realpe, 2013). Le lycopéne apparait également dans
les graines et les résidus d'épluchures d'autres sources naturelles comme la pasteque (Nobre et
al, 2012), l'abricot, la papaye, la goyave, le raisin rouge, le pamplemousse rose, les citrouilles,
le fruit de I'églantier (Selgas & Calvo, 2009), l'orange, la mangue et la grenade (Tab. 01)

(Degrou et al., 2013). De méme, la teneur en lycopéene de la pastéque peut varier en raison de

Chapitre I : Synthése bibliographique 3



HAMED Djahira (2022). Lycopéne : propriétés chimiques, biologiques et bienfaits santé.

différences dans le patrimoine génétique, l'illumination et I'approvisionnement en eau
(Ordoriez-Santos & Ledezma-Realpe, 2013).

Tableau 01 : Aliments Contenant le lycopene (ug/100g ou 100 mL de matiére fraiche)

Aliments Teneur en lycopene
Abricot 54

Ananas 265-605
Courge 500

Figue 320

Goyave 769-1816
Kiwi <10

Mangue <10-724
Pamplemousse 750
Pasteque rouge 4770-13523
Péche 11
Rhubarbe 120

Tomate 850-12700
Tomate cerise 800-12000
Tomate concentree 49300-94000
Tomate, jus 1024-11000
Tomate, Ketchup 4710-23400
Tomate, purée 13160-26110

D'autre part, certains auteurs soutiennent que les fruits de la pastéque et du gac ont des
niveaux plus élevés de lycopéne que la tomate (Krishnaiah & Sarbatly, 2014 ; Tran &
Nguyen, 2016). Lors de la dégradation de la tomate, la chlorophylle se dégrade et donne
naissance a des pigments jaunes tels que les carotenes et les xanthophylles. L'accumulation
des caroténes développe la couleur rouge de la tomate (dos Santos et al., 2015), le lycopéne
étant cing fois plus concentré dans la peau que dans la pulpe (Nobre et al., 2012).

1.1.2. Propriétés physico-chimiques

Le lycopéne est un caroténoide rouge vif (Krishnaiah et al., 2014) dont le poids

moléculaire est de 536,89 g/mol correspondant a 89,45% de carbone et 10,51% d'hydrogéne

(CaoHse) ( Kong et al., 2010). C'est un caroténoide acyclique insaturé avec 11 liaisons doubles
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linéaires conjuguées et 2 non conjuguées (Fig.1). (Aghel et al., 2011), et un tétraterpene
assemblé a partir de 8 unités isoprénes (Alda et al., 2009). La plage de pH optimale pour la
stabilité du lycopene se situe entre 3,5 et 4,5 (Stojiljkovic et al., 2018).

Le lycopéne étant insoluble dans I'eau, I'éthanol et le méthanol (Kong et al., 2010 ;
Okonogi & Riangjanapatee, 2015), et généralement solubilisé dans des solvants organiques
tels que le tétrahydrofurane, le chloroforme, I'nexane, le benzene, le disulfure de carbone,
I'acétone, I'éther de pétrole et I'huile (Ascenso, 2012 ; Kong et al., 2010). En raison de son
extréme hydrophobie parmi d'autres facteurs, l'absorption du lycopéne des fruits et légumes
par le corps humain pourrait étre faible. De plus, c'est également un facteur limitant pour sa
formulation et son application (Shariffa et al.,, 2016). Le lycopene présente un pic
endothermique a 172-173 °C correspondant au point de fusion de la forme cristalline
(Okonogi et Riangjanapatee, 2015). La structure du lycopéne est assez vulnérable aux
traitements thermiques et aux processus d'oxydation. Il est donc important de protéger le
lycopene de la lumiere, de l'oxygeéne, des températures éleveées, des acides, des catalyseurs et

des ions métalliques (Kong et al., 2010).

Fig .1 : Structure chimique du lycopéne (Boumendjel et al., 2012)

1.1.2.1. Isoméres et transformation des tomates

Le lycopéne se trouve dans la nature sous la forme All-trans (Campos et al., 2017), la
forme la plus stable sur le plan thermodynamique (Varma et al., 2010). Malgré une stabilité
plus faible, les isomeres cis présentent une moindre tendance a l'agrégation et a la
cristallisation et une plus grande solubilité dans les milieux lipidiques (Phan-Thi & Waché,
2014). Par conséquent, les isomeres cis sont plus bioactifs et ont une plus grande absorption

(Phan-Thi & Waché, 2014). Méme si le lycopene peut prendre 2048 configurations
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géométriques grace aux 11 doubles liaisons carbone-carbone conjuguées de son squelette
moléculaire, seuls certains groupes de doubles liaisons subissent une isomérisation
géométrique liée a l'encombrement stérique. Par conséquent, le lycopene subit une
isomérisation pour produire un ensemble d'isomeres mono- ou poly-cis, tels que 5cis-, 9cis-,
13cis- et 15cis- (Honest et al., 2011). Le site structure de plusieurs isomeres du lycopéne est

présentée a la figure 2.

Al s 1y mrcm,',.l%_/\/l .

H
13- iy lycopene AV\)‘WH
H

13-4i5 Iycopene

10ezig I}'L'!.li!Lll.l_
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Type A
r Type C
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Fig.2 Structure du lycopéne et de plusieurs isoméres (Chasse et al., 2001)
1.1.2.2. Absorption de la lumiere et de la couleur
La couleur des caroténoides est due a leur systeme de doubles liaisons conjuguées
créant un chromophore et permettant ainsi 1’absorption de la lumiére visible entre 400 nm et
500 nm (Britton 1995). Chaque double liaison réduit I'énergie nécessaire a un électron pour

passer a un niveau d'énergie supérieur, ce qui permet a la molécule d'absorber

progressivement des longueurs d'onde (Amax) de plus en plus grandes de la lumiere visible
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(déplacement bathochrome). Le lycopene, avec 11 doubles liaisons, absorbe la plupart du
spectre lumineux dans la zone violéte, seul le rouge reste visible. Le spectre d’absorption du

lycopéne dans I’hexane est maximal & trois longueurs d’ondes : 444, 470 et 502 nm.

1.1.2.3. Solubilite

Le lycopéne est une substance lipophile, insoluble dans 1’eau. Dans les milieux aqueux
ou les solvants polaires hydratés, il a tendance a former des agrégats et précipiter en cristaux
(Zumbrunn et al., 1985) sous I’effet des interactions faibles et réversibles entre les liaisons
hydrogénes, des forces dipolaires, des interactions électriques de type Van Der Waals et de
I’effet de I’hydrophobie (Kohn et al., 2008). Il est soluble dans les solvants apolaires
comme le chloroforme, le benzéne, le bisulfite de carbone, modérément soluble dans 1’éther,
I’éther de pétrole, ’hexane et I’huile. Dans I’éthanol et le méthanol, le lycopene presque
insoluble (Budavari et al., 1996). La solubilité dépend aussi de sa structure en trans- ou cis
isoméres. Dans I’huile et la plupart des solvants organiques, les cis-isomeres sont plus

solubles que la forme all-trans (Failla et al., 2008).

1.1.3. Biodisponibilité et métabolisme

La biodisponibilité du lycopene peut étre affectée par la transformation et la cuisson
des aliments, la composition du régime alimentaire (N. Story et al., 2010), la mastication, les
configurations isomériques du lycopene (Moran et al., 2013) et les probiotiques (N. Story et
al., 2010). En fait, la biodisponibilité du lycopene savere étre la plus faible dans les sources
brutes, légérement augmentée dans les aliments légérement transformés et la plus élevée dans
les sources alimentaires thermotraitées et les préparations huileuses purifiées (Honest et al.,
2011).

En tant que caroténoide liposoluble, le lycopéne a une absorption similaire a celle des
graisses alimentaires. Dans I'estomac, il est libéré de la matrice alimentaire et dissous dans la
phase lipidique. Avant l'absorption, les sels biliaires réagissent avec les pancréatique lipases,
formant des micelles dans la phase lipidique (Kong et al., 2010). Dans l'intestin gréle, les
micelles lipidiques sont transportées passivement vers les cellules de la muqueuse, et
postérieurement, incorporées dans des chylomicrons riches en triacylglycérols qui sont ensuite
transférés vers le foie via le systéme lymphatique. Apres absorption, le lycopéne est transporté
dans le plasma au cceur des lipoprotéines de basse densité (LDL) ( Durairajanayagam et al.,

2014). Le processus d'absorption du lycopéne peut étre résumé dans la figure 3.
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Fig. 3 Processus d'absorption du lycopéne a partir de son apport alimentaire (Caseiro et al., 2020)

Les isomeéres cis du lycopéne sont plus facilement incorporés dans les lipoprotéines que les

isomeres trans en raison de leur plus grande solubilité (Ascenso, 2012) et une longueur de

chaine plus courte qui s'insere dans les micelles.

1.1.4. Répartition du lycopene dans les tissus

La structure chimique du lycopéne influence le processus de distribution, il est

distribué via le systéme circulatoire, s'accumulant dans divers tissus, préférentiellement dans

les testicules, les glandes surrénales, le foie et la prostate. Cette énorme accumulation peut

étre causee par la présence d'un grand nombre de récepteurs aux lipoprotéines, une absorption

relativement plus élevée des lipoprotéines et/ou un taux de métabolisme/oxydation plus élevé

dans ces tissus. Ainsi, la distribution inégale du lycopene suggeére son réle biologique exclusif

dans certains tissus. (Durairajanayagam et al., 2014)
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I.1.5. L’évaluation de la sécurité du lycopene

Comme cela a été démontré, le lycopene cristallin pur et le lycopéne formulé dans des
conditions stables ne sont pas génotoxiques (Ascenso, 2012). Il est important de mentionner
que le lycopéne peut moduler la toxicité et la génotoxicité de différentes génotoxines (telles
que le peroxyde d'hydrogene, la n- nitrosodiéthylamine et I'aflatoxine B1) (Fernandez-Bedmar
et al., 2018).

1.2. Méthodes d’extraction

L'industrie de la tomate produit des quantités non négligeables de déchets solides,
comme les pelures et les graines. Par conséquent, la plupart du lycopéne provenant de ces
sources est gaspillé. Cela a ouvert une nouvelle opportunité pour plusieurs chercheurs de
commencer a traiter les dechets alimentaires pour obtenir de nouvelles sources d'agents actifs
qui, a leur tour, ont conduit a I'extraction sélective des principaux composés phytochimiques
de la matiere naturelle (Faria-Silva et al., 2019). La valeur du lycopéne récupéré dépend de la
méthode d'extraction utilisée et/ou du traitement préalable des pelures et du type de matiere
premiére comme la variété de tomate (K.K.Ho, et al., 2015). Le constant diélectrique, la
structure chimique du solvant organique, les proportions de solvant et les propriétés
chimiques du composé affectent également I'extractibilité du lycopéne (Briones-Labarca, et
al., 2019).

1.2.1 La méthodologie de surface de réponse (RSM)

La RSM détermine l'effet de divers parametres d'extraction (le ratio de solvant, le ratio
solide-liquide, la puissance des micro-ondes et les équivalents énergétiques) sur le rendement
en lycopene. Cependant, la procédure d'extraction a l'aide du RSM prend généralement du
temps et présente un risque de dégradation du lycopéne car les échantillons sont exposeés a la

chaleur pendant des périodes prolongées (Ho et al., 2015).

Bien que I'extraction du lycopéne soit indépendante du débit du solvant, elle est
influencée par certains facteurs, étant augmentée avec la pression et la température a 60°C et
diminuée avec une taille de particules plus élevée au début de l'extraction. L'extraction du
lycopene peut étre réalisée par différentes techniques utilisant des enzymes, des ultrasons, la

maceération, entre autres (Nobre et al., 2012).
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1.2.2. L’extraction enzymatique

L’extraction avec des enzymes présente plusieurs avantages tels que la haute
specificité et l'efficacité catalytique, la solubilité aqueuse, l'absence de toxicité et la
biodégradabilité. En outre, elle peut étre réalisée dans des conditions opérationnelles douces
de pH, de température et de pression. Cependant, les enzymes sont relativement instables et
leur récupération est colteuse (Nobre et al., 2012).

1.2.3. L’extraction assistée par ultrasons

L’extraction assistée par ultrasons est trés facile et moins codteuse, mais elle induit la
formation d'un réseau de fibres puissant dans la pulpe de tomate, ce qui piége le lycopéne
dans la matrice de la tomate, le rendant ainsi plus vulnérable moins accessibles pour la
digestion (Nobre et al., 2012). Dans lextraction conventionnelle par macération, la
récupération du lycopéne est généralement faible (Nobre et al., 2012). Certains auteurs
soutiennent que les solvants organiques, comme I'hexane et l'acétate d'éthyle, sont les plus
efficaces pour I'extraction des caroténoides des graines et des pelures de tomates. En fait, les
rendements d'extraction des isomeéres cis sont plus élevés lorsque le rapport solide-liquide
diminue et que la proportion d'acétate d'ethyle augmente (Ho et al., 2015). Cependant,
I'extraction du lycopéne par des méthodes conventionnelles consomme généralement de
grandes quantités de solvants organiques qui sont colteux, toxiques et dangereux (Ascenso et
al., 2013).

1.2.4. L'extraction par fluide supercritique (SFE)

L'extraction par fluide supercritique est adéquate pour l'extraction du lycopéne des
déchets industriels de la tomate, car elle réduit l'utilisation de solvants toxiques en obtenant un
extrait sans solvant a des températures modérées avec une sélectivité et un rendement plus
élevé (Nobre et al., 2012). Bien que le SFE soit une technique non toxique et non
inflammable, il nécessite la présence d'un stabilisateur et d'un cosolvant en raison de son
caractéere non polaire. De plus, la dégradation et/ou l'isomérisation du lycopéne peut se
produire lors de toute étape d'extraction (Ascenso et al., 2013). En alternative au dioxyde de
carbone supercritique, I'éthane peut également étre utilisé en raison de sa plus grande
polarisabilité et de sa faible température et pression critiques (305,4 K et 48,2 atm,
respectivement), ce qui permet un processus moins colteux et une extraction plus rapide avec

une récupération plus élevée du lycopene (Nobre et al., 2012).
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1.2.5. L'extraction assistée par micro-ondes (MAE)

L'extraction assistée par micro-ondes constitue une amélioration par rapport a
I'extraction conventionnelle et a I'extraction par fluide supercritique. Alors que l'extraction
conventionnelle fournit des proportions plus élevées d'isomeres cis, I'EMA est une technique
rapide pour récupérer le lycopene tout-trans et total (Ciriminna et al., 2016 ). Le MAE induit
un chauffage rapide des composants cellulaires polaires, améliorant la migration du lycopene
dans le solvant d'extraction tandis que la courte durée du traitement limite I'exposition a la

chaleur exposition a la chaleur des composants non polaires (Ho et al., 2015).

1.2.6. L'extraction a haute pression hydrostatique (HHPE)
L'HHPE est utilisée pour extraire les substances phytochimiques des fruits et légumes.
Elle peut modifier la bioaccessibilité des composés bioactifs. Cette méthode est plus rapide et

plus efficace que les extractions conventionnelles (Briones-Labarca. et al., 2019).

1.3. Les bienfaits du lycopéne
1.3.1. Effet du lycopéne sur la fonction cellulaire

La reactivité du lycopéne dans les systéemes biologiques dépend de multiples facteurs,
tels que sa structure moléculaire et physique, sa concentration, sa source, sa localisation ou
son site d'action dans les cellules, sa compétence a interagir avec d'autres antioxydants et la
contribution de la pression partielle de l'oxygene (Ascenso, 2012). Le lycopéne posséde

diverses propriétés bénéfiques pour la santé humaine (Kelkel et al., 2011).

1.3.1.1. Activité antiradicalaire du lycopene

Le lycopéne est un puissant antioxydant (Jaswir et al., 2011), contre I'oxydation des
proteines, des lipides et de I'ADN (Durairajanayagam et al., 2014). De plus, le lycopéne peut
agir sur d'autres radicaux libres tels que le peroxyde d'hydrogéne, le dioxyde d'azote et les
radicaux hydroxyles. En outre, I'activité du lycopéne contre les radicaux libres est augmentée
de maniére synergique par la présence d'autres substances phytochimiques de la tomate telles
que le B-carotene, le phytoéne et le phytofluene (Zuorro et al., 2012). Lorsque le lycopéne est
exposé a des radicaux libres ou a des agents d'oxydation, les doubles liaisons peuvent étre
clivées ou ajoutées, interrompant ainsi la chaine polyénique. Avec ces réactions, le lycopéne
peut étre dégradé et perdre sa couleur (Kong et al., 2010). Parmi tous les caroténoides, le
lycopene a la plus grande capacité de piégeage des espéces singuliéres de radicaux libres

d'oxygéne en raison du nombre élevé de doubles liaisons dans sa structure qui fournit de
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nombreux électrons qui peuvent étre donnés aux radicaux libres, ce qui entraine une réactivité
élevée (Ascenso, 2012). Lorsque la tension d'oxygéne est faible, le lycopene peut piéger les
radicaux peroxyles, supprimant I'étape de propagation de la peroxydation lipidique, et donc,
inversant l'initiation de la tumeur (dos Santos et al., 2015).

1.3.1.2. Effet du lycopene sur les troubles neurologiques liés a I'age et I'amnésie

L’administration quotidienne et prolongée de 50mg de lycopene durant deux mois aux
souris CD- 1 agées, améliore nettement les aspects liés au vieillissement non seulement au
niveau du comportement mais aussi au niveau biochimique (Zhao et al., 2018).
L'administration orale de lycopéne peut arréter l'accumulation toxique d'APB1-42 dans le
cerveau en diminuant les protéines APP et béta-sécrétase 1 (BACEL) et ainsi prévient le
dysfonctionnement cognitif. En outre, les dommages neuronaux liés a I'dge dans I'hippocampe
et le dysfonctionnement synaptique sont améliorés par le lycopéne avec une augmentation du
niveau des facteurs neurotrophiques derivés du cerveau (BDNF). Le prétraitement par le
lycopéne (5 et 10 mg/kg) améliore les symptdémes dans le modéle d'amnésie induite par la
scopolamine chez la souris, par une amélioration exceptionnelle de la capacité d'apprentissage
et la rétention de la mémoire apprise, en améliorant le niveau accru L'acétylcholinestérase
(d'AChE) dans le cerveau. De plus, I'inhibition du stress oxydatif et des dommages neuronaux
dans le cortex et I'hippocampe, peut étre attribuée a ces potentiels neuroprotecteurs de la
lycene. (Bala et al., 2015)

I. 3.1.3 Induction des communications par jonctions de lacunes

La communication par jonction gap est réalisée par des canaux composés de protéines
de jonction gap telles que la connexine 43 (Cx 43) (Ascenso, 2012 ; Jaswir et al., 2011). La
GJC permet l'échange de molécules de signalisation et de nutriments entre les cellules
voisines (Kelkel et al., 2011). La GJC est également impliquée sur la polarisation épithéliale
et joue un réle important dans la formation de membranes biologiques plus stables,
notamment différents types d'épithéliums et la peau (Lima et al., 2016).

L'une des caractéristiques de la carcinogenese est la perte de GJC. Ainsi, la
prolifération des cellules tumorales n'est pas inhibée (Durairajanayagam et al., 2014). Le
lycopene peut induire le GJC par un mode différentiel et dose-dépendant, en inhibant la
progression cancérigéne des fibroblastes initiés vers des fibroblastes transformés de maniere
réversible. Différents auteurs rapportent une relation positive entre l'expression de GJC ou de

Cx 43 avec la consommation de lycopéne.
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1.3.2 Prévention du Cancer

Le lycopene retarde la croissance des tumeurs et inhibe la tumorigenése (Kazim Sahin
et al., 2019). Son effet protecteur est démontré contre certains cancers (Vila et al., 2019)
comme celui de la prostate, de la vessie, du col de l'utérus, de la leucémie (Jaswir et al.,
2011), de la bouche, de I'cesophage, du pancréas, du rectum, du célon (ou tube digestif), du
poumon et du sein (Ascenso, 2012). Des études épidémiologiques révelent une corrélation
inverse entre l'apport alimentaire en lycopene et le risque de certains types de cancer. Chez les
patients atteints de cancer de la prostate, un régime riche en lycopéne réduit le stress oxydatif
et, par conséquent, diminue les dommages causés aux lipoprotéines plasmatiques, aux
protéines sériques et a I'ADN des lymphocytes. De cette facon, le lycopéne inhibe le
développement du cancer et réduit l'agressivité des tumeurs de la prostate (Kelkel et al.,
2011). Certains auteurs suggérent qu'il existe une association inverse entre le lycopene et le
risque de certaines maladies avancées (Kong et al., 2010). Le tableau 02 résume les

différentes études concernant I'effet du lycopéne sur plusieurs types de cancer.
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Tableau 02. Effets rapportés du lycopéne dans certains types de cancer

type de cancer

Type d’étude

Les effets de lycopene

Références

Cancer colorectal

Etude prospective
de Cohort

La forte consommation de
Iégumes vert-jaune,
responsables des taux sériques
de lycopene, peutréduire le
risque de mortalité par cancer
colorectal dans les populations

rurales japonaises.

(Ito et al, 2005 ; Story et
al,2010)

Etude de cas-

Il y’a aucune relation entre la

(Kune &Watson,2006 ;

contrdle consommation du lycopéne et | Story et al., 2010)
le risque du cancer colorectal
Cancer des Etude de cohort Des risques plus faibles de | (Holick et al., 2002 ;
poumons cancer du poumon sont | Kazim Sahin et al., 2019

observés pour les plus grands
quintes (1/5) de lycopéne par

rapport aux plus bas quintes

Cancer du pancréas

Etude de cas

contréle

La consommation des tomates
et des produits a base de
tomates Qui contiennent une
grande teneur en lycopene
peuvent aider a diminuer le

cancer du pancréas.

(Nkondjock, et al., 2005 ;
Kazim et al., 2019)

Cancer de la

prostate

Méta-analyse

La consommation du lycopene
ou les aliments qui le contient,
diminuent le risque de
développer un cancer de la

prostate.

(Aydemir et al., 2013;
Etminan et al., 2004)

Etude d’éventuelle

observation

La consommation de lycopene
est associée a un risque réduit

de cancer de la prostate.

(Giovannucci et al, 2002;
Kong et al., 2010)

Etude prospective

de cohort

Un apport plus élevé en
lycopéne comme aliment ou
complément réduit le risque
d'hypertrophie bénigne de la

prostate chez I'homme

(Kristal et al., 2008 ;
N. Story et al., 2010)
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1.3.3. Maladies inflammatoires

Le lycopene a des effets positifs sur l'inflammation et le déséquilibre redox gréce a sa
capacité a activer I'expression des genes antioxydants et a réguler les voies de signalisation
responsables de l'induction des médiateurs inflammatoires. Ainsi, le lycopene active
I'expression de genes antioxydants, étant responsable de la translocation nucléaire de Nrf2
(Campos et al., 2017). Le lycopéne inhibe également la libération du facteur de nécrose
tumorale (TNF)-a et stimule la production d'interleukine (IL)-10. (Ascenso, 2012).

Les différents effets anti-inflammatoires du lycopene peuvent étre résumés en : a)
modulation de l'expression de la cyclooxygénase et de la lipoxygénase ; b) régulation de
l'oxyde nitrique synthase inductible ; c) interférence avec le NF-kB ainsi qu'avec la protéine
activatrice-1 (AP-1) et avec la signalisation des MAPK (Kelkel et al., 2011). Comme la
pathogenese de la résistance a l'insuline et du diabéte de type 2 implique une augmentation
des niveaux d'interleukine (IL)-1B, de TNF-a et de protéine C-réactive, ces troubles sont

intimement associés a l'inflammation (Zeng, et al., 2017).

1.3.4. Maladies de la peau

Les mécanismes de protection de la peau peuvent étre augmentés par le lycopéne en
raison de la synthese des prostaglandines et des composants phospholipidiques de la
membrane cellulaire. Ainsi, l'application topique de lycopéne peut réduire [linfiltrat
inflammatoire (Ascenso, 2012). En fait, 'eedéme et I'érythéme induits par 1'anthraline sur les
oreilles de souris se sont avérés étre significativement atténues par I'application épicutanée de
0,05% de lycopene comparable au traitement avec une solution de 1 mg/g de bétaméthasone
(Ascenso et al., 2013). Certains auteurs suggerent que les conditions de vie des individus
influencent la concentration en caroténoides de la peau humaine. En effet, alors que la
concentration du lycopéne cutané est faible chez les fumeurs, elle est plus élevée chez les
personnes végétariennes (Lademann et al., 2011). Le lycopene protége et prévient les

photodommages aigus induits par les ultraviolets (UV).

1.3.5 Infertilité

Le stress oxydatif peut affecter la viabilité et la motilité des spermatozoides ainsi que
les dommages a I'ADN, qui sont les principales causes de l'infertilité, principalement par le
facteur masculin idiopathique. Le lycopene est capable de diminuer la peroxydation lipidique

et les dommages a I'ADN des spermatozoides ainsi que de renforcer l'immunité par
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l'augmentation des antioxydants tels que la catalase et la glutathion peroxydase. Ainsi, le
lycopéne peut améliorer le nombre et la viabilité des spermatozoides (Durairajanayagam et
al., 2014).

1.3.6. La prostatite et ’hyperplasie de la prostate

La prostatite est une maladie des voies urinaires fréquente mais génante en pratique
urologique qui agace patients et urologues du monde entier. Le taux d'incidence de la
prostatite suit de peu celui du cancer de la prostate et I'hyperplasie bénigne de la prostate dans

toutes les affections des voies urinaires masculines. (Schaeffer, et al., 2006).

1.3.6.1. La prostatite

La prostatite est une douleur associée a un gonflement, une inflammation, ou les deux,
de la prostate. La cause est parfois une infection bactérienne ou non. Des douleurs peuvent se
manifester dans la zone comprise entre le scrotum et I'anus ou dans la région lombaire, le
pénis ou les testicules.

Les Instituts nationaux de la santé ont classé la prostatite dans les quatre catégories
suivantes: prostatite bactérienne aigué; prostatite bactérienne chronique ; prostatite
chronique/douleur pelvienne chronique syn- (CP/CPPS); et prostatite inflammatoire

asymptomatique.

Parmi ces quatre types, la prostatite bactérienne chronique (CBP) représente environ 5
a 10 % de tous les cas symptomatiques, et environ 30 % des hommes adultes souffrent de
prostatite bactérienne chronique qui se manifeste par des infections urinaires récurrentes. La
CBP est causée par une infection bactérienne et maintient un état de faible infection des voies
urinaires qui déclenche de multiples troubles. Bien qu'une infection bactérienne soit la cause

principale, le traitement optimal est encore inconnu. (Zhao et al., 2020)

La prostatite bactérienne chronique (CBP) est une maladie subtile, souvent insidieuse
dans son apparition, elle peut engendrer des signes et symptomes tel que la présence de sang
dans I’urine (hématurie) ou le sperme, une sensation de brilure ou douleur pendant la miction
avec une douleur ou sensation de pression dans le rectum , la prostatite peut également
provoquer une fiévre, frissons et douleurs musculaires et infections urinaires récurrentes.
(Schaeffer et al., 2006).
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1.3.6.1.1. Symptomes de I’infection

La prostatite bactérienne chronique (CBP) est une maladie subtile, souvent insidieuse
dans son apparition elle peut engendrer des signes et symptémes tel que la présence de sang
dans I’urine (hématurie) ou le sperme, une sensation de briilure ou douleur pendant la miction
avec une douleur ou sensation de pression dans le rectum, la prostatite peut également
provoquer une fiévre, frissons et douleurs musculaires et infections urinaires récurrentes.
(Schaeffer, et al., 2006)

1.3.6.2. L"hyperplasie bénigne de la prostate (HBP)

L'hyperplasie bénigne de la prostate (HBP) est une hypertrophie non maligne de la
prostate. Ce trouble prolifératif affecte les cellules épithéliales et les muscles lisses dans la
zone de transition de la prostate (Auffenberg et al., 2009). L'HBP est une maladie fréquente
chez les hommes agés, a environ 50 % dans la cinquantaine, augmentant jusqu'a 90% chez les
hommes ages de 80 ans et plus. La pathologiepeut entrainer une augmentation du tonus des
muscles lisses et résistance, ainsi que l'obstruction de l'uretre proximal, Pour abaisser les
symptdmes des voies urinaires, une panoplie de de traitement est disponibles pour les
hommes diagnostiqués avec le cancer et I’hyperplasie bénigne de la prostate (McVary et al.,
2011). L’acte chirurgical comprend une ablation de la prostate, que ce soit par prostatectomie
radicale ouverte, laparoscopique ou approche laparoscopique assistée par robot. Autres
interventions comprennent la radiothérapie externe, la curiethérapie, les surveillances (ou
attente vigilante), ainsi que des traitements expérimentaux tels que les ultrasons focalisés de
haute intensité et la thérapie focale (Heidenreich et al., 20011).

Parmi les traitements naturels ou bien phytothérapie, le prunier d'Afrique, la baie de
palmier nain, la racine d'ortie et le béta-sitostérol utilisé comme des traitements alternatifs. La

supplémentation en lycopene peut entrainer une diminution de Il'incidence de I'HBP. (llic et

al., 2012).

1.3.7. Autres pathologies

Le lycopéne réduit le taux de cholestérol (Jaswir et al., 2011), contribuant a
I'amélioration des maladies cardiovasculaires en raison de la réduction des plaques d'athérome
(Durairajanayagam et al., 2014). Le 7-cétocholestérol (7-KC) semble avoir un réle
majeurdans 1’athérosclérose., Certains auteurs suggérent que le lycopéne peut prévenir les
effets néfastes du 7-KC en réduisant le stress oxydatif et I'apoptose dans les macrophages

humains. (Palozza et al., 2010). La tige mésenchymateuse transplantées dans des maladies
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ischémiques et prétraitées avec du lycopéne peuvent étre utilisées dans le traitement de
certaines Ilésions tissulaires, car le lycopene prévient les Iésions ischémiques par la
suppression de la voie de signalisation associée a lI'apoptose et I'augmentation de la protéine
antioxydante (Kim et al., 2015).

1.3.7.1 Effet sur les vieillissements humains

Des niveaux sériques élevés de lycopéne peuvent également étre associés a un risque
plus faible de dégénérescence maculaire liée a I'age (Kelkel et al., 2011) en raison de la plus
grande capacité du lycopene a éteindre l'oxygene singulet présent dans I'ceil, ainsi que de
I'influence sur les processus athérogenes qui affectent indirectement la macula (Martinez &
Melendez-Martinez, 2016).

1.3.7.2. Modulation du Diabete gestationnel

Le lycopene sérique est inversement associé aux concentrations de glucose
plasmatique et d'insuline a jeun (Kong et al., 2010). Une étude transversale soutient que la
consommation de lycopéne alimentaire peut réduire le risque de diabéte sucré gestationnel en
raison de la réduction de la glycémie a jeun. En effet, une augmentation de 1 mg de la
consommation de lycopéne réduit de 0,005 mmol/L la glycémie a jeun et, par conséquent,

diminue de 5% le risque de diabéte sucré gestationnel (Gao et al., 2019).

1.3.7.3. La maladie d"Alzheimer

La maladie d'Alzheimer est marquée par l'accumulation de B-amyloide dans le
cerveau, principalement la f-Amyloidel-42 (AB1-42). Une étude sur des rats injectés avec le
peptide AB1-42 a suggéré que le traitement au lycopene peut diminuer significativement le
dysfonctionnement mitochondrial induit par 1'AP1-42, les mediateurs de cytokines
inflammatoires tels que.NF-xB, IL-1B, TNF-a et le facteur de croissance transformant (TGF)-

B, ainsi que l'activité de la caspase-3, dans le cerveau (Sachdeva et Chopra, 2015).

1.3.7.4. La maladie de Parkinson

Le stress oxydatif peut jouer un rdle important dans la pathogénese de la maladie de
Parkinson. Une étude menée sur des rats traités a la roténone a suggéré que le lycopene peut
prévenir non seulement les altérations des antioxydants induites par la roténone, mais aussi le
stress oxydatif et les déficits neurocomportementaux. Ainsi, la supplémentation en lycopene
peut s'appliquer aux maladies neurodégénératives qui impliquent un stress oxydatif accentué.
(Kaur et al., 2011).
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I.4.Formulations contenant du lycopéne
1.4.1. Formulations orales a base de lycopéne

Les préparations alimentaires de lycopene sont formulées sous forme de suspensions
dans des huiles comestibles ou de poudres dispersables dans I'eau, étant stabilisées par des
antioxydants (Dhakal et al., 2016). En effet, la présence d'huile améliore la bio accessibilité
du lycopene grace aux acides gras libres qui augmentent l'efficacité de solubilisation du
lycopéne, lors du processus de digestion. Une étude récente a encapsulé de la poudre de
lycopéne (> 10%) dans une émulsion de boisson a base d'huile d'orange (pH 3,2) avec
différents ratios de triglycerides a chaine longue et courte, révélant que la bio accessibilité du
lycopéne augmente de 2,7% lorsque le ratio de triglycérides a chaine longue et courte est de
75:25, respectivement, en augmentant la capacité de solubilisation du lycopéne avant
I'absorption. (Raikos et al., 2018).

1.4.2. Formulations intraveineuses avec du lycopéne

Une étude chez le rat a revélé que le lycopéne encapsulé dans des nanoliposomes
présente un degre plus élevé de récupération des changements structurels du tissu rénal induits
par le méthotrexate, et I'a réduit plus efficacement que le lycopene dissous dans I'huile de
mais. Par conséquent, la formulation avec des nanoliposomes évite l'interaction rapide entre le
lycopene et les composés hautement réactifs, tels que les protéines plasmatiques et/ou les ions
métalliques (K+, Ca2+, Mg2+, Al3+ ou Cu2+), prolongeant sa présence dans la circulation et,
par consequent, permettant au lycopene d'agir sur le tissu ciblé,tissu endommagé (Stojiljkovic
et al., 2018).

1.4.3. Formulations topiques avec du lycopéne

Ces dernieres années, I'administration par voie cutanée apres application topique de
composeés actifs, dont le lycopéne, a gagné en importance et en développement en raison du
moindre risque d'effets secondaires systémiques par rapport a l'administration orale. Le
lycopene est largement utilisé dans les produits cosmétiques comme anti-age, les hydratants
pour le visage et les cremes pour les yeux afin de protéger la peau des dommages potentiels
des rayons UV et de prolonger le bronzage de la peau (Ciriminna et al., 2016). Il existe
plusieurs systéemes avancés d'administration de médicaments tels que les nanoparticules, les

liposomes et les cyclodextrines, les nano/microémulsions, entre autres (Ascenso, 2012).
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1.5. Les difficultés de ’incorporation du lycopéne

Il existe plusieurs problemes (Tab . 03) associés a chaque formulation de lycopene, a

savoir dans, les formulations orales, intraveineuses et topiques. Ces derniéres années, le

développement de nouvelles formulations a permis de résoudre ces problémes en se basant sur

des explications plausibles.

Tableau 03. Les diverses formulations contenant du lycopene.

Formulations | Difficulté Explication Solution pratique Références
Hydrophobicité | L'huile augmente Ila | Lycopene formulé (Dhakal et
du lycopéne solubilisation Sous forme de al.,2016;

du lycopéne pendant | suspensions dans les | Raikos, et
la digestion, et | huiles comestibles al.,2018;)
améliorant sa ou dans l'eau poudre
biodisponibilité dispersible stabilisé

par antioxydants

Orale Dégradation du | Libération du lycopéne | Gels (Hernandez
lycopene dans | dans la lumiére d'arabinoxylane, et al., 2012)

environnement

gastrique.

intestinale
lumen pour étre

absorbé.

en agissant comme

porteurs de lycopéne

La dégradation

Prolongation de

Lycopéne encapsulé

(Stojiljkovic

du lycopéene lycopene dans le dans des et al., 2018)
Intraveineuse | dans le plasma | plasma lui permet nanoliposomes

en raison d'une | d'atteindre

Interaction tissu cible.

avec les

protéines

plasmatiques

et/ou des ions

métalliques.

Peau difficile Augmenter la Chargé en lycopéne | (Ascenso,
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Topique raison de sa dans les couches avancés chargés de | al., 2013
rétention dans | viables de la peau lycopéne :
la par le biais de - Nanoparticules,
stratum lycopéne - Liposomes
corneum. transporteurs

1.4.5.1 Encapsulation du lycopéne

La libération du lycopene peut étre améliorée par une technique de dispersion solide.
la préparation de pilules goutte a goutte dans des supports hydrosolubles, augmentant sa
solubilité. Les techniques d'encapsulation du lycopéne peuvent améliorer sa stabilité par la
conversion de la forme liquide en forme solide afin de favoriser la manipulation et l'utilisation
du lycopene. L'encapsulation peut étre réalisée par séchage par pulvérisation, lyophilisation,
coacervation complexe (Celli et al., 2016), séparation de phases, co-cristallisation,
polymérisation interfaciale, extraction assistée par micro-ondes, extraction par fluide
supercritique, entre autres (Guo et al., 2014).

Il existe plusieurs agents qui peuvent étre utilisés dans le processus d'encapsulation,
comme la maltodextrine, lisolat de protéines de lactosérum et l'amidon modifié par
l'octénylsuccinate. Une étude, utilisant ces trois agents encapsulants, a montré leur effet sur
les propriétés physicochimiques ainsi que I'évaluation de la stabilité du lycopene a partir de
concentré de tomate microencapsulé, par seéchage ou par pulvérisation. Les agents
d'encapsulation qui se sont averés les plus adéquats pour protéger le lycopéne pendant le
séchage par atomisation, la maltodextrine et I'amidon modifié ont été les agents de stockage
les plus efficaces, car la rétention la plus élevée du lycopene a été observée immeédiatement
apres le séchage, ainsi qu'une meilleure capacité antioxydante et des taux de dégradation plus

faibles du lycopene (Souza et al, 2018).
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal est le premier maillon essentiel dans la réalisation de cette
expérimentation. Son choix était conditionné par ’abondance du lycopéne, la disponibilité sur
le marché local et le prix réduit. La tomate et la pastéque sont des aliments abondants et riches
en lycopene.

Dans ce travail, ’extraction de lycopéne a été effectuée a partir de deux sources
alimentaires locales, le concentré de tomate, qui est un produit local de la marque CAB Amor
Ben Amor et la pasteque de la variété, Citrullus lanatus achetée au marché de Mostaganem en
mois de juillet 2020.

11.2 Extraction et purification du lycopéne
11.2.1 Extraction a partir de la tomate concentrée

Afin d'hydrater le concentré de tomate, 100 g sont dilués dans 100 mL d'acétone. Le
mélange est agité pendant 10 minutes puis filtrer avec un papier filtre whatmen N°1. 100 mL
d'un mélange de solvant éther de pétrole-Hexane-dichlorométhane (2 :1 :1 v/v/) est ensuite
ajouté a cette pate (Periago et al., 2004), le tout est agité pendant 15 min, puis additionné de
quelques grammes d’agent hydratant Sulfate de magnésium (MgSO4). Apres filtration de la

suspension épaisse, le filtrat récuperé est de couleur rouge-orange correspondant a I'oléorésine

de caroténoide (fig. 05).

Macération Filtration Evaporatin

Fig.4.: Les étapes de ’extraction du lycopéne & partir de concentré de tomate (Photo originale).
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11.2.1.1 Purification du lycopene par la méthode de cristallisation

L’oléorésine obtenue est évaporé a 50°C, 5 ml de DMSO ont été additionnés sous
agitation comme anti-solvant. Les cristaux de lycopene brut apparaissent immédiatement, puis
on ajoute 10 ml d’éthanol a 96% de pureté pour faciliter la précipitation. Les cristaux sont
récupérés par centrifugation a 3000 tr/min pendant 15 min, lavés deux fois avec 1’éthanol
(96%) et séchés pendant une nuit a une température de 40 °C (Hamed et al., 2022). Par la

suite, les cristaux obtenus ont éte caractérisés par diverses méthodes analytiques.

Ethanol + Centrifugation

Anti-solvant DMSO
H . =
‘@ N
e

fi ] —_— ﬁ- Q /,
-solvent e |
—um @ @
+4534

Précipitation du lycopéne .
Evaporation de I’ oléorésine Cristaux de lycopene

Fig.5. : Purification du lycopéne par la méthode de cristallisation par ’utilisation de 1’antisolvant

DMSO (originale).
11.2.2 Extraction a partir de pasteque

Aprés l'achat, les fruits de la pasteque étaient immeédiatement transportés au
laboratoire, la récupération de jus de pastéque a été effectuée en plusieurs étapes. Les fruits
mars de la pastéque ont été lavés avec de I'eau pour enlever les saletés lourdes, puis relavés
aux 1/10 chlorure de sodium 2% diluée pendant 20 min, suivi par un ringage a I'eau distillée.
Le lavage du fruit est succédé par une opération du peeling qui consiste a enlever la peau
recouvrant le fruit avec un couteau de cuisine (inox acier) et toute la chair extérieure blanche
recouvrant le rouge chair (comestible), ainsi que les pépins noirs. Cette chair rouge récupérée,
a été coupée en petits morceaux et mixée, afin d'extraire le maximum de jus, qui est filtré par
la suite et conserve a -20 C°. L’extraction du lycopéne a partir de jus de pastéque est réalisée

selon le protocole de Dhuique-Mayer et al. (2007) avec quelques modifications. Dans un tube
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de centrifugeuse d’un volume de 15 cm®, On met un mélange de jus de pasteque et
d’acétone (v/v), ensuite, on centrifuge le mélange a 3000 tr/min pendant 15 min. Le culot
rouge correspond au lycopene. Le culot est ringé par 1’éthanol a raison de 96% deux fois de
suite, le lycopéne humide obtenu est récupéré et séché pendant une nuit a I’étuve a une
température de 40°C (fig.06).

I1.2. 3 Le rendement de I’extraction

Le rendement d’extraction est déterminé entre la masse de lycopéne extrait (M) et la
masse de la matiére premiére végétale traitée (Mo). Le rendement est exprimé en pourcentage
et calculé par la formule suivante :
R(%) = (M1/ Mo) x100

1- Citrullus lanatus 2- Broyage

3- Mélange jus /acétone (v/v) 4-Lycopene siche 440 C°

séparation par Centrifugation

Fig.6. Les différentes étapes de 1’extraction du lycopéne a partir de la pastéque (Photo originale).
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I1. 3. Caractérisation chimique du lycopéne purifié
Afin de confirmer la validation des méthodes d’extraction utilisées dans cette étude et
la pureté du lycopene extrait a partir des deux sources, tomate concentrée et pasteque,

plusieurs tests ont été effectués.

11.3.1. Diffraction des rayons X (DRX)

Deux échantillons de lycopéne purifié et lycopéne standard (Sigma-Aldrich), ont été étudiés a
l'aide d'un diffractomeétre a rayons X Shimadzu (DRX) a température ambiante. Le site angle
de balayage allant de 5° a 50° (26); mode de balayage utilisant le rayonnement CuKao filtré a
travers le nickel a été utilisé avec une tension électrique de 30 kV et une intensité de courant
électrique de 30,0 mA a une vitesse de balayage de 4°/min (Divya et al., 2011).

11.3.2. Caractérisation par UV- VIS

Les spectres UV-Vis du lycopéne purifié ont été determinés dans deux solvants
organiques, le n-hexane et le toluéne, avec une plage de balayage de 200 a 600 nm, a l'aide
d'un spectrophotometre UV-Vis Jenwey 6800.

11.3.3. Caractérisation par CCM

La chromatographie sur couche mince est une méthode d’analyse qualitative. Cette
méthode a été utilisée pour confirmer la pureté du lycopéne extrait. La CCM a été realisée
selon Baldermann et al., ( 2008) avec modification, la phase mobile liquide est un mélange de
trois solvants éther de pétrole-hexane et acétone (5:4 :1 v /v) et la phase stationnaire est un
gel de silice. A I’aide de pipette pasteur environ 20 uL de chaque solution (lycopéne purifie,
standard et oléorésine) dépose successivement sur le point de la ligne de dép6t de la plaque,
aprés séchage des dépots, la plaque est introduite dans la cuve contenant 1’¢luant composer

d’éther de pétrole-hexane et acétone.

11.3.4. Analyse par spectroscopie IR a transformée de Fourier (FTIR)

La spectrophotométrie infrarouge a été utilisée pour identifier et caractériser la
molécule de lycopene purifiée. Pour ce faire, le lycopene standard et le lycopene purifié sont
dissous dans le dichlorométhane. Une goutte de cette solution est déposée a la surface de la
cellule de la spectroscopie infrarouge (SHIMADZU), qui est directement analysée (Lopez-
Cervantes et al., 2014).
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11.3.5. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

L’analyse par HPLC permet d’identifier et de confirmer la pureté des cristaux du
lycopéne. Le systéme HPLC (SHIMADZU) est composé d’un détecteur & (PDA-UV/Vis) et
d’un injecteur automatique. Le Systéme est controlé avec le logiciel de chromatographie
Labsolutions, la colonne chromatographique analytique non polaire C-18 "A Discovery BIO
Wide Colonne C18 "Pore", 25cmx4.6mm, taille des particules 5uM, est utilisée comme phase
stationnaire pour la séparation et la détermination des molécules de lycopene hydrophobe non
polaire. L'analyse est effectuée de maniere isocratique & un debit de 1mL / min pendant 10
min a 22 °C. La phase mobile est un mélange de solvants composé d’acetonitrile —
Dichlorométhane- méthanol (55 :35 :10 v /v)(Priam et al., 2017), le volume d’injection est de

20ul dans la boucle. Le lycopéne a été détecté a une longueur d'onde de 480 nm.
11.4. Optimisation de purification du lycopéne selon le plan expérimental Box-Behnken :

L’optimisation des conditions de purification par la méthode de cristallisation du
lycopene extrait du concentré de tomate, a été réalisée a ’aide d’un Box-Behnken (BBD). Le
but de cette expérience est de déterminer les meilleures conditions pour maximiser le
rendement du lycopene pur. Trois parametres principaux ont été choisis pour modéliser la
cristallisation, ces parametres ont un effet direct sur I’optimisation de la réponse : A: le
volume du filtrat correspondant a l'oléorésine de caroténoide (ml), B : la température
d’évaporation du filtrat (°C) et C : le volume du DMSO (ml) ajouté comme anti-solvant pour
la formation des cristaux.

La relation entre les variables et la réponse a été modélisée par une équation
polynomiale. L'identification des meilleures conditions de la purification a été faite en termes
de rendement le plus élevé. Les valeurs des variables indépendantes ont été codées a trois
niveaux : -1, 0, +1 (Tab. 04) (Box & Behnken, 1960) . En outre, au total 15 expériences ont
été menées avec 3 repétitions au point central (Tab. 05). L'évaluation de l'analyse statistique
de Box-Behnken a été effectuée par le progiciel Design- Expert® version 11. L'analyse
statistique, les effets des variables et leurs interactions, ont été évalués par une analyse
ANOVA. Les différences ont été considérées comme significatives a un niveau de confiance
supérieur a 95 % (p < 0,05). La précision de I'ajustement du modele a été évaluée en analysant
le coefficient de régression (R?). Le BBD était une conception idéale pour la méthodologie de
surface de réponse parce qu’il exige moins d'expériences, moins de temps et moins de codt

pour construire I'équation du modele (Nam et al., 2017). De plus, un modéle de régression de
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second ordre a été utilisé pour trouver l'association fonctionnelle entre les variables

indépendantes et la réponse, comme le montre I'équation (1) :
Y = B0+ 141 + BBy + B3C3 + B1241B3 + B1341C3 + B23B,C3 + 31114%
+ Ba2B? + B33C3% +e (1)

Tableau 04 : Facteurs et leurs niveaux dans les conceptions RSM

Les variables indépendantes Code des niveaux

Symbol  +1 0 -1
Volume de filtrat correspond au caroténoide (mL). A 20 30 40
La température d’évaporation (C°). B 0 25 50
Le volume de DMSO (mL). C 3 5 7
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Tableau 05 : Conception de la matrice CCD et rendement en lycopéne mesuré dans

différentes conditions expérimentales et réponses prévues.

Facteurl Facteur 2 Facteur 3 Réponse Réponse
prédite
Std Run A:VFiltrat B:Tévaporation C:V DMSO Y Lycopéne Y Lycopene

Ml °C Ml mg/g mg/g
3 1 20 50 5 2,73 2,7200
10 2 30 50 3 1,69 1,6825
15 3 30 25 5 2,3 2,2900
2 4 40 0 5 14 1,4100
8 5 40 25 7 1,29 1,2725
5 6 20 25 3 1,44 1,4575
11 7 30 0 7 0,78 0,7875
1 8 20 0 5 1,63 1,6150
9 9 30 0 3 0,54 0,5375
14 10 30 25 5 2,29 2,2900
4 11 40 50 5 2,31 2,3250
12 30 50 7 1,66 1,6625
11 13 20 25 7 1,45 1,4575
6 14 40 25 3 1,05 1,0425
13 15 30 25 5 2,28 2,2900

I1.5. Solubilité du lycopene dans certaines huiles essentielles

La solubilité du lycopéne a été testée dans trois huiles essentielles différentes et une huile
vegétale : Anethum graveolens, Amm ivisnaga.L, huile essentielle d'oranges et huile végétale
de son de riz. 10,0 mg de poudre de lycopene ont été solubilisés en ajoutant 0,5 a 2 ml des
huiles testées. Les différentes préparations ont été mélangées par vortex pendant 5 a 10
minutes. Cette procédure a été répétée jusqu'a ce que le lycopéne soit complétement dissous.
Les tubes ont été pesés pour obtenir le poids exact des huiles ajoutées. La solubilité a été
exprimée en mg de lycopéne et par g d’huile (Okonogi & Riangjanapatee, 2015). Toutes les
valeurs sont exprimées comme la moyenne de trois essais * écart type. L'huile essentielle qui

va fournir la meilleure solubilité du lycopene sera sélectionnée pour des études ultérieures.
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11.6. Encapsulation du lycopéne par coacervation complexe alginate de sodium et agar

agar

Les alginates ont des propriétés remarquables qui leurs permettent de former des gels,
des
spheres ou encore des micro ou nanoparticules en raison de leur capacité a agir comme un
agent réticulent. lls sont également utilisés en raison de leur caractéristiques biocompatibles,

biodégradables et non toxiques (Oliveira et al., 2014).

Le protocole de coacervation est une adaptation selon le protocole d’Ollagnier et al.
(2014) avec des modifications. Pour immobiliser le lycopene sous forme de billes de gel,
I'extrait de lycopéne a été mélangé avec une solution d'alginate de sodium. 150 mL de
solution d'alginate de sodium a 4% (p /v) a été preparée avec de I'eau distillée et la solution a
été melangée doucement pour obtenir I'nomogénéité et éradiquer les bulles d'air qui peuvent
étre piégees dans les billes. Quand cela a été accompli, la solution d'alginate a été ajoutée a
I'extrait de lycopéne dans un rapport 1 : 1 (v / v) pour obtenir une concentration finale en
alginate de 2% (p / v). La solution a été remoulue sous agitation magnetique pendant 20 a 30
min jusqu'a ce que le lycopéne soit émulsionné et paraissait cremeux. Un autre polymere
améliorant l'agrégation, l'agar agar, a été ajouté par la suite a la composition dalginate
améliorée. Cela implique l'ajout d'une solution dagar a 1% (p / v) dans I'eau distillée a 80 ° C,
cela permet d’obtenir un mélange 1: 1: 1 (v / v) de lycopene-alginate-agar. Les tests pour
former des billes ont été effectués a l'aide d'une seringue avec un hypodermique de calibre 18
aiguille. Pour la production des billes, on effectue une injection du melange de fluides
lycopene-alginate-agar dans 0,2 M de la solution de chlorure de calcium (CaCly) a
température ambiante (20 ° C) en contrélant la vitesse. Les diamétres des perles ont été
mesurés avec une échelle. Des agitateurs magnétiques ont été utilisés dans la solution
gélifiante pour empécher les billes de coller ensemble. Les billes ont été imprégnés dans la
solution de CaCl> pendant 30 minutes pour durcir. La récupération des billes a été faite par

filtration et lavage a I'eau désionisée (fig.07).
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Fig.7. Représentation schématique du procédé de coacervation complexe utilisant de I’alginate de sodium et de

I’agar agar comme polymeéres.

11.7. Activité biologique du lycopéne in vitro
I1.7.1. L’activité antioxydante

Le test DPPH permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systeéme modele (solvant organique, température ambiante). 1l
mesure la capacité d’un antioxydant a réduire le radical chimique DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogene. La réduction du DPPH s'accompagne par le
passage de la solution d’une couleur violette a une couleur jaune (fig.08), I’absorbance est
mesurée par spectrophotometre a 517 nm. Une faible absorbance indique une meilleure
activité antiradicalaire (Milardovic et al., 2006) qui est calculée par la formule suivante : 1%=
[(Ac-AT) /Ac] X 100 ; dont Ac : absorbance du contrdle négatif et At : absorbance de

I’extrait.
- H
OZNQN 4" RE— OZNQN_N .
ne @ ne @
[
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Fig.8. Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant (Cillard, 2006)
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L'activité de piégeage des radicaux libres du lycopene purifie a été évaluée en utilisant la
methode développée par (Brand-Williams et al., 1995 ; Maataoui et al., 2006) avec des
modifications. L'acide ascorbique, a été utilisé comme antioxydant de référence. Comme le
lycopéne est insoluble dans I'éthanol pur, les solutions de DPPH (10 M), de lycopéne et de
standards ont été diluées de maniére appropriée avec un mélange éthanol et dichlorométhane
(1 :2, viv). Une série de dilutions a été préparée aux différentes concentrations (5,05 ; 12,6 ;
25,2 ;50,5 75,3; 125,6 ; 187,5 ; 250 mg. L). Un Volume de 100 puL de chaque dilution est
dissout dans 2,5 mL de solution de DPPH (0.16 mmol/mL), Aprés 30 min d'incubation a
I’abri de la lumiére, I'absorbance a 517 nm a été lue sur un spectrophotometre Jenway 6715
UV10. L'activité de piégeage des radicaux libres a été déterminée en mesurant le pourcentage
d'inhibition de I'absorbance du DPPH par les antioxydants. La CE50, qui est la concentration
d'antioxydant nécessaire pour réduire la concentration initiale de DPPH de 50 %, a donc été
calculée pour chaque échantillon.

11.7.2. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne du lycopene a été étudiée par peu de chercheurs suite a la
difficulté de sa diffusion dans la gélose. Dans ce travail, nous avons non seulement, essayée
d’améliorer leur solubilité mais aussi d’améliorer leur activité antimicrobienne par I’étude de

I’effet synergétique du lycopéne avec I’huile essentielle d’4mmi visnaga L.

11.7.2.1. Effet synergique antimicrobien entre le lycopene et I’huile essentielle d’Ammi
visnaga
11.7.2.1.1. Microorganismes utilisés

L’effet synergétique de l'activité antibactérienne entre le lycopéne et I’huile essentiel
d’Ammi visnaga L a été évalué en testant deux bactéries a Gram positif : Staphylococcus
aureus (ATCC 33862), Bacillus cereus (ATCC 10876), et trois bactéries Gram négatif :
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) et une levure Candida albicans (ATCC10231). Toutes les souches
utilisées ont été fournies par I’institut pasteur, Algérie. La levure et les souches bactériennes
ont été maintenues sur des géloses favorables a leur croissance, sabouraud et gélose nutritive,

respectivement, pendant 24 h a 37 °C.
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11.7.2.1.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) du lycopene et
de I’huile essentielle d’Ammi visnaga. L

Pour la détermination de la CMI individuelle du lycopéne et de I’huile essentielle
contre les souches bactériennes sélectionnées, on a utilise la méthode du microdilution
(Sharma et al., 2020). Les solutions méres de I’huile essenticlle et du lycopéne ont été
préparées en les dissolvants dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et tween 40 a 1%
respectivement dans le rapport 1 :1 (v/v). Les solutions méres sont diluées par progression
géométrique de facon a obtenir les dilutions suivantes : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128.
La gamme de concentrations finales d’huile essentielle utilisée va de 0.8 3 a 13,35 pg/ml et du
lycopéne de 500 pg/ml a 15,62 pg/ml.  Un volume final de 200 ul dans chaque puits de
microplaque contenant 90 pl de MHB (Bouillon Mueller Hinton) et 10 pl de la suspension
microbienne de 10 UFC/ ml complété par 100 pl de chaque dilution de lycopéne ou de
I’huile essentielle. Les microplaques ont été incubées a 37°C pendant 24 h pour les bactéries
et a 25°C pendant 48h pour la levure.

La detection de croissance des différents germes se fait par I’ajout d’un indicateur de
couleur p-iodonitrotétrazolium violet (INT) (0,04%) juste avant la lecture. 40 ul sont versés

dans tous les puits, et incubés durant 30 min a 37°C. Une couleur rose apparait suite a la

croissance bactérienne.

11.7.2.1.3 L'évaluation des activités antimicrobiennes de la combinaison du lycopéne et
I’huile essentielle d’Ammi visnaga .L. (Méthode de Checkerboard)

Le lycopéne est trop soluble dans I'huile essenticlle (H.E) d’Ammi visnaga, cette
solubilité facilite la combinaison entre Lycopéne et I’huile essentielle .Pour étudier les
interactions entre les deux substances, la méthode de dilution par microplaque a été utilisée
(Sharma et al., 2020). A partir de la double concentration de CMI du lycopéne seul et double
concentration de la CMI de H.E seul, une série de dilution a été préparée et combinée dans un
rapport de 1 :1 (v/v) avec 50 pL de différentes dilutions H.E allant de 1/16 MIC a 1/2 MIC, de
méme pour 'interaction H.E et lycopéne. Les tubes ont ensuite été incubés a 37 °C pendant
24 h. La révélation de couleur se fait par INT. L’index de concentration inhibitrice
fractionnaire (FIC) détermine la nature de I’interaction entre lycopéne et I’huile essentielle
(Pei et al., 2009 ; Sharma et al., 2020),

FIC de lycopéne = CMI du lycopéne en combinaison avec H.E / CMI du lycopéne seul

FIC de I’huile = CMI de I’huile en combinaison avec lycopéne/ CMI de I’huile seul (Pei et al.,

Chapitre Il : Matériels & Méthodes 32



HAMED Djahira (2022). Lycopéne : propriétés chimiques, biologiques et bienfaits santé.

2009

FICI= FIC de lycopéne +FIC de I’huile.

FICI < 0.5 Synergie totale ; 0.5 < FICI < 0.75 Synergie partielle ; 0.75 < FICI <2 Aucun
effet ; FICI > 2 Antagonisme (Sharma et al., 2020).
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Fig.9. Activités antimicrobiennes de la combinaison du lycopéne et I’huile essentielle d’Ammi visnaga .L

(Méthode de Checkerboard) .

11.8. Activité biologique du lycopéne in vivo :

Cette partie a été consacrée a I’exploration de I’effet thérapeutique in vivo du lycopene
sur la prostatite chronique. La pathologie a été provoquée chez le modeéle animal par
instillation de bactérie pathogene, staphylococcus aureus, responsable des infections urinaires
fréquentes chez ’homme, L’effet thérapeutique du lycopene a été comparé avec 1’antibiotique

recommandé dans cette pathologie.
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11.8.1 Origine de la souche utilisée

La souche utilisée dans cette expérimentation, est une souche pathogéne
staphylococcus aureus. Cette souche est isolée par une spermoculture d’un patient atteint
d’une prostatite chronique qui provient du laboratoire clinique privé, Mostaganem. Cette
souche a été identifiée par le VITEK® automatisé.

11.8.2. Les rats d’expérimentation et conditions d’élevage

Vingt-neuf rats males Wistar albinos conventionnels, dont le poids varie entre 150 et
250 g, ont été utilisés dans le protocole in vivo. Ces animaux ont été fournis par le service
d’animalerie de I’institut pasteur d’Alger.
Les rats males sont maintenus dans des cages métaboliques et divisés en lot de 6 par cage
d’une surface de sol de 180 cm? et une hauteur de 12 cm. Ces cages sont mises dans une
chambre a environnement contrdlé (12h de lumiere et 12h d’obscurité, température 22 + 2 °C,
humidité 56 + 5%). Les rats sont nourris ad libitum avec de I’eau stérilisée et un aliment

standard fourni par I’institut Pasteur.

11.8.3. Antibiogramme de staphylococcus aureus

La sensibilitt de staphylococcus aureus isolée aux antibiotiques a été
évaluée par la méthode de diffusion de disque sur milieu gélosé (NCCLS, 1997). Un volume
de 100 pl de suspension microbienne standardisée a 108 UFC/ml (Haddouchi et al., 2009) a
été ensemencé par étalement sur un milieu de culture gélosé Mueller Hinton. Des disques
d’antibiotique standard ont été déposés a 1’aide d’une pince stérile a la surface du milieu. Les
boites de Pétri ont été fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant 1H. Elles
ont été par la suite portées a incubation a 37°C pendant 24H.
La lecture des résultats a ¢té faite par la mesure de la zone d’inhibition, qui est
représentée par une auréole formée autour de chaque disque ou aucune croissance n’est

observée. Les différents antibiotiques testés contre les bactéries sont listés dans le tableau 06.
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Tableau 06. Liste des antibiotiques utilisés

Antibiotique Sigle Charge du
disque
Pénicilline 10 P10 10 ug
Amoxicilline 25 AMX 25 25 ug
Gentamicine 10 GEN 10 10 pg
Cephalexin 25 CEP 25 25 Ug
Polymyxine B 100 PB 100 100 Ul
Acide nalidixique NA 30 30 ug
Ampicilline AMP 10 g
Triméthoprime-Sulfamethoxazole SXT 25 25 ug
Doxycycline 30 DXT3so 30 ug
Pipéracilline 30 PRL3o 30 ug
Oxacilline 5 OXs 5 ug
Erythromycine 15 Es 15 ug

11.8.4 Modele de prostatite bactérienne chronique (CBP)
11.8.4.1 Préparation de la suspension bactérienne

La souche staphylococcus aureus a été incubée pendant 18 h dans un Bouillon BHIB
(Brain Heart Infusion Broth) dans un incubateur a 37°C. Les cellules staphylococcus aureus
ont été centrifugées, lavées trois fois et remises en suspension dans I’eau physiologie. Par la
suite, la suspension bactérienne subit des dilutions par ’eau physiologie stérile afin d’ajuster
la densité optique de 0,08 a 0,10 lue a la longueur d’onde de 625 nm qui correspond a 108
UFC/ml (Kishore et al., 2005).
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11.8.4.2. Provocation de la prostatite (CBP Modeéle) chez les rats wistar

La mise au point du modéle CBP de rat a été effectuée selon Han et al. (2008). Les rats
males ont été anesthésiés par une injection intramusculaire de la kétamine (50 mg/kg) (fig. 09)
et la zone génitale a été nettoyee avec de l'alcool a 70%. Ensuite, un tube stérile en
polyéthyléne (diamétre extérieur de 0,9 mm, 2,5 cm de longueur) a été inséré dans l'urétre. A
I'aide d'une seringue a insuline, 0,2 ml de la suspension de staphylococcus aureus contenant 1
x 108 (UFC /mL) ont été injectée dans l'urétre prostatique. L'anesthésie a été maintenue
pendant 1 h afin d'éviter toute fuite d'urine due au mouvement des rats, ce qui a permis aux

bactéries d’atteindre et d'envahir la prostate.

Fig.10. Les différentes étapes de I’instillation de S. aureus.

Aprés quatre semaines, des prélevements des échantillons des urines et des spermes chez les
rats infectés par la souche staphylococcus aureus ont été effectués pour sélectionner les

animaux positifs dont la CBP a été bien installée

11.8.4.3. Prélevement et analyse microbiologique du sperme.

Le prélevement de spermes chez les rats a été réalisé selon le protocole de Zambelli et
al. (2007), qui consiste a provoqué une éjaculation induite pharmacologiquement par a-
adénorécepteurs épididymaires responsables de la contraction du canal déférent, du trigone et
des sphincters urinaires, suite a leur stimulation. Aprés injection de médétomidine aux rats a
la dose de 140ug/Kg, le prélévement a été réalisé a ’aide d’un cathéter pédiatrique urétral (un
tube stérile en polyéthylene de diameétre extérieur de 0,9 mm, 2,5 cm de longueur, sectionné
dans sa partie distale) (figure 09), Le cathéter utilisé est vidé sous la pression de I’air a I’aide
d’une seringue, le sperme est récolté dans un tube Eppendorff stérile. C’est la méthode la plus
simple et la plus rapide. Sur 29 prélévements réalisés dans 1’étude, trois rats n’ont pas réussi a

éjaculer.
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Pour chaque rat, une goutte de sperme a été étalée directement sur la lame et préparée
pour la coloration de May-Grinwald Giemsa qui confirme la présence ou I’absence de
leucocyte (Ameret al., 2001). Pour mettre en évidence la présence des staphylococcus aureus
dans les échantillons de spermes, une spermoculture a été effectuée, environ 10 pL de sperme
sont ensemences sur la gélose a base de sang. Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h.

Un nombre élevé de leucocyte, une présence de staphylococcus aureus dans le sperme
et ’urine révelent une CBP positive. Les rats développant une prostatite bactrienne chronique
sont sélectionnés pour la suite du travail, contrairement des rats qui n’ont pas eu une
prolifération de la souche pathogene Staphylococcus aureus seront exclus du protocole

expérimental.
11.8.4.3.1. La coloration de May-Grinwald Giemsa

La coloration de May-Griinwald Giemsa, parfois également appelée coloration
de Pappenheimest une methode de coloration utilisée notamment en hématologie pour

différencier les cellules du sang lors des préparations cellulaires (cytologie).
Principe de la coloration :

Il repose sur I'action combinée de deux colorants neutres :

e Le May-Grinwald, contenant un colorant acide, I'éosine, et un colorant basique, le bleu
de méthyléne.

o Le Giemsa, contenant lui aussi de I'éosine, et un colorant basique, l'azur de méthylene

Ces deux colorants sont en solution dans I'alcool méthylique sous forme inactive. Lors de
I'addition d'eau, les sels précipitent (éosinate de méthyléne et azur de méthyléne) et se fixent

sélectivement sur les constituants cellulaires.

Mode opératoire :

Sur un frottis de sperme, séché a l’air libre et fixé par I’alcool pendant 1h, faire
coulerl5 a 20 gouttes de colorant May-Grinwald de facon a recouvrir totalement la lame.

Attendre 2 a 3 minutes pour que le méthanol fixe les cellules.

Diluer le Giemsa immédiatement avant l'utilisation en mettant 20 ml d'eau neutre avec 30
gouttes de colorant dans une éprouvette. Verser le contenu dans une boite de Laveran dés que

la lame est préte et mélanger en agitant doucement (le pouvoir du colorant est maximal au
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moment du mélange). Poser la lame, face frottis vers le fond de la boite de Laveran. Laisser

agir 20 min. et rincer a l'eau distillée.

11.8.4.3. Prélevement et analyse microbiologique des urines

a) Prélevement
La collecte des urines se fait par une expulsion volontaire durant la manipulation des rats.
Pour la qualité des échantillons obtenus exempts de contamination et de volume suffisant,
l'urine a été recueillie aseptiquement dans la zone stérile du bec Bunsen dans une boite de

pétri stérile. L’échantillon d’urine a fait ’objet d’une analyse quantitative bactérienne.
b) Uroculture

50 pl de I'échantillon d'urine de chaque rat a été introduit dans 450 pl d’eau physiologie
stérile. Une série de dilutions (102, 102 ....107%) a été effectuée. Pour la réalisation de ce
protocole, chaque boite contenant gélose au sang est divisée en 3 parties ; a 1’aide d’une
micropipette, on dépose 3 spots (10 ul) d’une dilution dans chaque partie et on incube les
boites a 37C° (Guiraud, 2003). Apres incubation de 24 h, les colonies sont dénombrées. Le

résultat est exprimé par le nombre UFC / mL selon la formule suivante :

N= X n colonies. 1000 pl / 30 ul : nombre de colonies comptées ;
N : unité formant Colonies (UFC).

11.8.5. Groupes expérimentaux et traitements

20 rats de modele CBP positif ont été répartis aléatoirement en 4 groupes, chagque groupe
contient 5 individus et le cinquieme groupe représente le témoin négatif qui contient des rats
sains (absence de CBP) (Fig.10).

e Groupe (1) Témoins positif : les rats recoivent 1 ml d’eau physiologique par voie orale

e Groupe (2) : Animaux traités par lycopene seul (10 mg / kg par poids corporel). Le
lycopene extrait de pasteque a été dilué dans 1 ml de tween 40 a 10 % et administré
par voie orale a ’aide d’une sonde de gavage, deux fois par jour pendant 2 semaines.

e Groupe (3) : Animaux Traités par I’antibiotique de céfalexine, 2,5 mg / kg par poids
corporel. Il a été dilué dans 1 ml d’eau distillée et administré par voie orale a 1’aide

d’une sonde de gavage, deux fois par jour pendant 2 semaines.
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e Groupe (4) : Animaux Traités par lycopene / I’antibiotique de céfalexine (10 mg / kg
par poids corporel du lycopéne et 2,5 mg / kg de poids corporel de céfalexine). Le
traitement a été administré par voie orale a 1’aide d’une sonde de gavage, deux fois par
jour pendant 2 semaines.

e Groupe (5) Témoin Négatif, rats sains (absence de CBP).
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Fig.11. Schéma récapitulatif du protocole expérimental (Groupes et traitements).

11.8.6. Sacrifice des animaux, analyses microbiologiques et histologique

A la fin de la période du traitement, les rats ont été mis sous le jeun pendant une nuit.
Le jour qui suit, des prélevements des urines ont été réalisés pour chaque animal de chaque
groupe dans des conditions aseptiques. Les échantillons des urines recueillis ont fait I’objet

d’une uroculture afin de dénombrer les bactéries existantes.
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Les rats pesés ont été maintenus sous une légere anesthésie de chloroforme avant
d’étre sacrifiés, Les échantillons de sang ont été obtenus par ponction cardiaque et recueillis
dans des tubes secs pour I’analyse de PSA (Antigeéne Prostatique Spécifique), tandis que les
prostates ont été excisées avec soin et la capsule prostatique a été soigneusement récupérée
pour obtenir uniqguement les glandes prostatiques. Une partie du tissu prostatique de chaque
rat a ¢été coupé et soniqué pendant 10 minutes dans 10 ml d’eau PBS dans les conditions
aseptique. Par la suite, le tissu soniqué subit une série de dilution pour réaliser le
dénombrement.

Des échantillons aléatoires de la prostate ventrale de chaque groupe ont été fixés dans

du formol tamponné a 10 % pour évaluer I’étude histologique.

Fig.12. Sacrifice des rats avec isolation de la glande prostatique.
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11.8.7. Etude histopathologique

L étude histologique a été réalisée au niveau du laboratoire d’anatomo-pathologie de
I’institut Supérieur vétérinaire de Tiaret suivant le protocole de Drury et Wallington (1980) ;
ou nous avons suivie rigoureusement les différentes étapes classiques de I’histologie a savoir :
I’inclusion, la déshydratation, I’imprégnation suivie d’une inclusion dans la paraffine pure ;
ensuite une coloration par la méthode (HE) suivie d’un montage sur lame et lecture a I’aide

d’un microscope optique.

11.8.7.1 La fixation

La fixation des tissus doit se faire dans les minutes qui suivent le préléevement, par
immersion de la piéce dans la solution saline. Dans notre cas, les organes sont fixés dans du
bouin. Cette technique nous a permis de conserver nos pieces pendant plusieurs semaines. Il
est recommandé de placer un échantillon par cassette. Les cassettes sont plongées 1h au

minimum dans une solution de formol a 10% (V/V) représentant 10 fois celui du prélevement.

11.8.7.2. Déshydratation

La déshydratation permet I’élimination d’eau d’organes en les plongeant dans 1’alcool
pendant un temps suffisant a degré croissant : alcool a 70° (acétone 1) pendant 45 minutes,
alcool 90° pendant 45 minutes et alcool absolu 100° pendant 45 minutes.
Toutes les réactions ont lieu dans des bacs fermés hermétiquement dans un lieu bien aéré ou
sous haute aspirante a une température ambiante sauf le paraffinage a 56 C° ensuite les blocs

sont refroidis au congélateur.

11.8.7.3. Clarification

L’agent déshydratant étant rarement miscible avec le milieu, durant cette étape le tissu
devient transparent, d’ou le non de I’opération. Un mauvais éclaircissement donne des blocs
consistance hétérogene, des rétractions ou distorsions excessives. Cette étape comporte deux

bains successifs de toluene ,30 minutes pour chaque bain.

11.8.7.4. Imprégnation
La piece est placée dans le milieu d’inclusion qui pénétre dans toutes les cellules,

imprégnations successives puis inclusions dans la paraffine pure (55 'C 4 57 'C).

11.8.7.5. La microtomie
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On récupére les cassettes congelées pour réaliser des coupes de 3 4 5 um a ’aide d’un
microtome (Leica, Allemagne) que 1’on étale sur des lames propres avant de les déparaffiner
par 2 bains successifs de 10 min dans du xyléne. Ensuite, on procede a la rehydratation qui
consiste a ¢liminer le xyléne pour le remplacer par 1’eau. Pour ce faire, les lames sont passées
2 min dans 2 bains successifs d’alcool éthylique de degré décroissant (100, 95, 90 et 70°). Le

dernier bain est suivi d’un ringage a 1’eau courante pendant 5 min.

11.8.7.6. Coloration, déshydratation et montage des lames
La coloration des lames par tri chromique hématoxyline a été effectuée comme suit :
- Bleuir le noyau avec I’hématéine pendant 3 a 4 min ;
- Laver les lames avec de I’eau de robinet jusqu’au virage de la couleur au bleu-noir ;
- Les tremper dans 1’éosine 1% (P/V) pendant 2 min ;
- Les déshydratées dans deux bains successifs d’alcool éthylique a 70° puis a 96°
pendant 5 min chacun pour alléger la sur-coloration ;
- Mettre les lames dans du xyléne a deux reprises pendant 5 min.
Les lames sont montées pour préserver les colorations, on colle des lamelles de verre par-
dessus grace a une goutte de baume de Canada. Les lames préparées sont laissées sécher avant

d’étre observées sous microscope.

11.9 Etude statistique.
Toutes les expériences sont repétées trois fois, les analyses statistiques, effets des
variables et leurs interactions ont été évaluées par 1’analyse (ANOVA). Les valeurs ont été

considérées comme statistiquement significatives au seuil de probabilité de 5 % (p < 0.05).
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CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSION

ITI.1. Le rendement d’extraction du lycopéne

Aprés I’extraction, purification et la récupération de I’extrait du lycopéne a partir de la

tomate concentrée (Amor Ben Amor) commercialisée localement et de la pastéque locale, le
rendement a été déterminé par rapport a 100 g de matiere premiére exprimé en pourcentage. Il
est estimé de 0,27% pour la tomate concentrée et 0,18% pour la pastéque.
Le rendement obtenu dans cette étude, soit a partir du concentré de tomate, soit a partir de la
pastéque est largement satisfaisant, en se comparant avec les travaux ultérieurs utilisant les
mémes sources. Cette concentration de 0,273 g de lycopene extraite de 100g de tomate
concentree, parmi les autres carotenoides contenant dans ce produit, est assez importante. Ce
résultat est en accord avec celui obtenu par les travaux de Degrou. (2013), ou il a utilisé
plusieurs échantillons commercialisés de tomate concentrée. La teneur trouvée en lycopene
varie entre 0,0493 et 0,0940 ¢/100g de matiere seche dans les échantillons analysés. Les
teneurs de lycopéne extraites de la tomate concentrée locale de marque Amor Ben Amor sont
plus importantes (Hamed et al., 2022) que ceux révéleées par les travaux de Bilton et al.
(2001), dont des concentrations faibles de lycopene varient entre 0,004 et 0,150 g/100g de
concentré de tomate ont été enregistrées. De méme, la teneur de lycopéene obtenu a partir de
pasteque est plus au moins importante, par rapport aux concentrations obtenues (0,023 et
0,0729/100) par les travaux de Krinsky et al. (2005).

Le calcul de la teneur de rendement d’extraction repose sur plusieurs facteurs a savoir
la température d’extraction, de la matiére végétale initiale et I’humidité (Wattiaux, 1994).
Selon Michel et al. (2012), le rendement des extractions dépend de la nature du solvant
utilisé et des propriétés chimiques des molécules a extraire. De méme, la méthode
d’extraction (macération, décoction, infusion) joue également un role important dans la
détermination du rendement ainsi que la composition chimique de 1’extrait préparé (Tefiani,
2015).
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111.2. Caractérisation chimique du lycopéne purifié
111.2.1. Caractérisation du lycopéne par diffraction des rayons X (DRX)

Cette technique permet a la fois de démontrer la nature cristalline ou amorphe d'un
solide ou une poudre, et de déterminer les différentes phases cristallines. Le principe de la
DRX consiste a faire diffracter les rayons X sur un échantillon solide plat ou une poudre. La
diffraction se fait suivant la loi de Bragg lorsqu'il existe une organisation des atomes dans le
solide suivant des plans cristallins. Le spectre confirme la forme semi cristalline du lycopéne
purifié comparé au lycopéne standard (fig.13) (Bo Shu et al., 2006 ).

| s | s | s | s | s |

= Native Lycopene
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Fig.13. Spectre DRX du lycopéne standard et du lycopene purifié
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111.2.2. Caractérisation par UV- VIS

La figurel4 présente les spectres UV-Vis du lycopene purifié et du lycopéne standard
dans les deux solvants hexane et toluene. Selon la loi de Beer Lambert, le coefficient
d'absorption molaire du composé spécifique peut étre évalué a l'aide de la formule suivante :

A =¢cL (2)

Ou, € désigne le coefficient d'absorption molaire du composé donné. La lettre L représente la
distance de l'onde incidente se propageant a travers le milieu absorbant. La longueur du trajet
du porte-échantillon (cuvette) est de 1 cm. Le pic d'absorption maximum du composé qui peut
étre lu a partir de la spectroscopie est désigné par A et c représente la concentration du

compose a étudier.

D'apres l'analyse spectrale de la figurel4 (a) et (b), on peut observer que le lycopene
est absorbé dans la gamme spectrale entre 340 nm et 570 nm. Trois pics maximaux sont
apparus pour le lycopene standard et purifié, An,axmexaney @ 445, 472, 503 nm, et
A max(toluene)@ 457, 486, 519 nm (Tab. 07). Les pics maximaux similaires sont en accord
avec la littérature. L'isomere 5-Cis- lycopene est absorbé a A, qx(mexane)448, 473, 505 nm
(Adriany et al., 2017), et est également absorbé a A ,,qx(toiuene)496.5, 485, 519.5 nm
(Takehara, 2014). Nous avons observé un changement du pic maximal dans les valeurs UV-
Vis entre I'hexane et le toluene. Ceci est di a l'effet bathochrome, qui signifie que nous
pourrions obtenir des pics maximaux différents dans I'UV-Vis, pour un compose purifié dans

différents solvants en fonction de leur polarité. (Yadigar et al., 2011).

Les coefficients d'absorption molaire des échantillons de lycopéne extrait en solution

hexane et toluéne sont résumés dans le tableau 07.
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Tableau 07. Absorption Maximale et coefficients d'extinction molaire.

Solvant Echantillon 2, M 5 A2 € A3 €

(hm) (hm) (L/mol.cm) (nm) (L/mol.cm) (nm)  (L/mol.cm)

Hexane Lycopene E 364 445  49957.62 472 72801.59 504 64022.93
Standard 362 445 15675.47 472  21984.04 503 19257.23

Toluéne LycopeneE 373 458  60070.46 486 85503.27 517 67913.94

Standard 371 457 24464.01 486 32846.00 519 26192.75

3,0 35

—e— Standard Lycopene| —e— Standard Lycopene| 486 —
—— Purified Lycopene 472, 504 —— Purified Lycopene
Solvent : Hexane /

Solvent : Toluene
3,0

Absorption (%)
Absorption (%)

0.0 . . . . 350 400 450 500 550 600
350 400 450 500 550 600 wavelength (nm)
wavelength (nm)

A
Fig.14. (A) Spectres UV-vis du lycopéne standard et purifié dans I'Hexane, (B) Spectres UV-vis du lycopéne standard et

purifié dans le Toluéne.
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111.2.3. Caractérisation du lycopéne par CCM

Une combinaison de trois solvants a été utilisée comme phase mobile de la
chromatographie sur couche mince, 1’éther de pétrole, 1’hexane et I’acétone (5:4:1v/v). La
fraction caroténoide brute a révélée des spots de couleur orange rougeatre (T), ceci s’explique
par la présence d’un mélange de molécules. La mise en évidence des spots de couleur rouge
par les deux échantillons du lycopene, purifié(E) et standard (L) (Fig.15) avec le méme
rapport frontal (Rf = 0,86), confirme la pureté de I’échantillon étudié. Ce résultat vient
renforcer a la fois la fiabilité de la méthode d’extraction, le choix des solvants et la méthode

de purification explorée dans la présente thése.

Fig.15. Plaque de gel de silice CCM a été développée avec la phase mobile [éther de pétrole-hexane et acétone

(5 :4 :1viv)], les dépdts effectués : Lycopene standard (L) lycopéne purifié (E) et I’extrait de tomate (T).
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I11.2.4. Caractérisation du lycopene par spectroscopie FTIR

La spectroscopie FTIR a été utilisée pour déterminer les groupes fonctionnels du
lycopene purifié a partir de la pate de tomate par la méthode de cristallisation et pour les
comparer au lycopene standard. L'échantillon fourni a montré la présence de liaisons
d'insertion et d'une chaine droite comme l'indique le spectre FTIR (fig. 16). Les pics majeurs
du spectre avec des pics caractéristiques a 3037, 2831, 1450 cm? correspondant
respectivement a la liaison C-H, = liaison C = CHa et liaison C = C ont été interprétés pour
déterminer les groupes fonctionnels respectifs présents illustrés par le tableau 8. Une grande
similarité entre les spectres a été obtenue, ce qui représente la bonne identité du lycopene
(Lépez-Cervantes et al., 2014 ; Priam et al., 2017).

Tableau 8 : Bandes d'absorption IR du lycopéne standard et purifié de la pate de tomate

Fréquence (cm™)

2914.44 : C-H Méthylene / Méthyl
1658.78 : C=C Alcéne

1366.79 C-H Déformation, Méthyl
1056.99 : CH Trans

958.62: R-HC=CH-R. Z
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Native Lycopene
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Fig.16. Spectre FTIR du lycopéne standard et du lycopene purifié.

111.2.5. Caractérisation du lycopene par HPLC

Quatre injections ont été réalisees par HPLC : oléorésine (extrait de tomate avant
purification), lycopene purifié (extrait de tomate apres purification) et deux standards,
lycopene et béta-carotene. Il vise a comparer leurs chromatogrammes et a s'assurer que le
procédé de purification est capable d'éliminer le B-carotene qui est le deuxiéme composant
caroténe majeur de la tomate apres le lycopéne.

Les chromatogrammes du lycopéne standard et purifié sont représentés parles figures
17a et 17b, respectivement. Une grande similarité a été observée entre les deux
chromatogrammes avec le méme temps de rétention de 4 min. Ce résultat est en accord avec
celui obtenu par Barba et al. (2006), dont 1’échantillon de pate de tomate avec un temps de

rétention de 4,3 minutes a été enregistré

Le chromatogramme HPLC de l'oléorésine de tomate avant et apres la purification du
lycopene est présenté dans les figures 17c et 17d. D'aprés le contraste des chromatogrammes
de la fig. 17e, on observe I'élimination du pic de B-caroténe par le processus de purification.
Ce résultat montre l'efficacité et la fiabilité de la méthode de purification développée dans

cette expérience.
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Fig.17. Chromatogramme HPLC : lycopéne standard (a), lycopene purifié (b) B-carotene standard (c)

caroténoide de tomate (oléorésines) (d) et lycopene purifié par rapport aux standards(e)

Chapitre 111 : Résultats & Discussion

50



HAMED Djahira (2022). Lycopéne : propriétés chimiques, biologiques et bienfaits santé.

I11.3. Optimisation de la purification

Nous avons utilisé la méthode de surface de réponse RSM pour optimiser les
conditions de purification et identifier les effets de chaque variable sur la réponse, a la fois
indépendamment et cumulativement, tout en permettant de réduire les colts. La conception de
Box-Behnken permet d'optimiser trois variables importantes, qui sont les principaux
paramétres de cette éxpériences : A : le volume du filtrat correspondant a l'oléorésine de
caroténoide (mL), B : la température d'évaporation du filtrat (°C) et C : le volume de DMSO
(mL) ajouté comme anti-solvant. Un nombre total de 15 séries de lots a été dérivé de ce plan
de Box-Behnken comprenant trois points centraux utilisés pour déterminer [I'erreur
expérimentale.
L'analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée sur le modele complet pour déterminer les
variables significatives affectant le rendement en lycopéene pur (p < 0,05). (voir I’annex 03)

Le modele quadratique complet initial a été affiné par élimination pas a pas des termes
non significatifs (Lundstedt et al., 1998), en utilisant un niveau de signification de 5%.
L’analyse ANOVA a éte utilisée pour évaluer la signification et la qualité de I'ajustement du
modele réduit final utilisé pour prédire le rendement en lycopene.
Les valeurs estimées des coefficients de régression avec leur erreur standard et la valeur p du
modele polynomial quadratique prédit ont été regroupéesdans les Tableau 9 et 10. L'équation

de régression avec les coefficients linéaires, carrés et d'interaction est la suivante :

Y Lycopene (MQ/g) =+ 2.29 — 0.1500 A + 0.5050 B + 0.0575 C — 0.0475 AB + 0.0575 AC —
0.0675 BC — 0.0662 A2 —-0.2062 B2—-0.9163 C2  (3)

Le volume du filtrat, la température d'évaporation et le volume de DMSO ont eu une
forte influence sur le rendement des cristaux de lycopéne (avec p = 0,0001).Le volume du
filtrat a eu un effet linéaire négatif sur le rendement. Cependant, le volume de DMSO et la
température ont eu un effet linéaire positif sur I'efficacité de I'isolement du lycopéne. Les
interactions entre AB (p = 0.0036), AC (p=0.0016) étaient significatives alors que I'interaction
entre BC est hautement significative (p = 0.0007) (Tab. 09).
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Tableau 9 : Adéquation du modéle de surface de réponse et analyse ANOV

Source Somme des Df Moyenne Valeur Valeur
carrés des carrés -F -p
Model 5,46 9 0,6062 1783,03 < 0.0001**
A-V Filtrat 0,1800 10,1800 529,41 < 0.0001**
B-T évaporation 2,04 1 2,04 6000,59 <0.0001**
C-V DMSO 0,0264 10,0264 77,79 0,0003**
AB 0,0090 10,0090 26,54 0,0036*
AC 0,0132 10,0132 38,90 0,0007*
BC 0,0182 10,0182 53,60 0,0016*
A2 0,0162 1 0,0162 47,66 < 0.0001**
B2 0,1571 1 0,1571 461,96 <0.0001**
C? 3,10 1 3,10 9116,89 0,0016*
Résiduels 0,0017 5 0,0003 0,1712*
Lack of Fit 0,0015 3 0,0005
Errer Pure 0,0002 2 0,0001 5,00
Totale Cor 5,46 14

* Significatif (p < 0.05), ** hautement significatif (p < 0.0001), # Non significatif

L'ajustement du modele de régression a été évalué par la valeur estimée du coefficient
de détermination (R2), du coefficient de détermination ajusté (RZ adj) et du coefficient de
détermination prédit (R2pred). lls ont été calculés pour 0,9991 et 0,9955 respectivement. Une
valeur élevée de (R2) montre le degré de précision du modele lorsqu'il spécifie la relation
entre la réponse et les variables indépendantes (Tab. 10). La valeur ajustée de R2 indique que

seulement 0,09% de la variation totale n'a pas été expliquée par le modele.

La valeur la plus faible de I'erreur pure (0,0001) indique le plus haut degré de
précision et de fiabilité des expériences réalisées. Le manque d'ajustement (0,1712) mesure
I'incapacité du modele a représenter les données dans le domaine expérimental. En outre, le
manque d'ajustement non significatif peut également renforcer la fiabilité du modéle comme

le soulignent Poojary et Passamonti, (2015).
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Tableau 10. ANOVA pour la régression du modele

Source Valeur-p Le manque Ajusté Prédites
séquentielle  d'ajustement R2 R2
p-value
Linéaire 0,1078 0,0003 0,2512 -0,0404
2FI 0,9909 0,0002 -0,0166 -1,1706
Quadratique < 0.0001 0,1712 0,9991 0,9955 Suggestif
Cubique 0,1712 0,9997 Alias

Apres l'analyse de la variance, le modéle a montré un bon ajustement. La figurel8
montre la relation entre les valeurs réelles et prédites pour le rendement en lycopene pur.
D'apres cette figure, nous pouvons dire que le modele développé est adéquat car la majorité
des points de donneées suivent de pres la ligne ajustée, sans valeurs aberrantes raisonnables, ce
qui est confirmé par le coefficient de corrélation élevé (R?) avec une valeur de 0,99 (Kehili et
al., 2019).
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Fig. 18. Diagramme de dispersion de la réponse prévue par rapport a la réponse réelle pour le

rendement en lycopene purifié.

111.3.1 Rendement de purification du lycopéne et modélisation

La valeur F la plus élevée du modele (1783,03) et la valeur p la plus faible (p <
0,0001) ont montré que les coefficients étaient hautement significatifs, ce qui suggére un
ajustement tres satisfaisant du modele (Berger et al., 2018). Le rendement d'extraction du
lycopene peut varier de maniére significative entre différentes études, en fonction des
conditions d'extraction appliquées et de la matiere premiere utilisée (Yasmini et al., 2018). Le
rendement maximal de lycopéne pur (2,73 mg/g) a été enregistré dans l'expérience 1 (
Tab. 05) avec les conditions expérimentales suivantes : volume du filtrat (20 mL),
température d'évaporation (50 °C) et volume de DMSO (5 mL). Ce rendement est trois fois
supérieur a celui des travaux de Degrou et al. (2013) et Bilton et al. (2001) dont les
concentrations de lycopéne obtenues varient de 0,493 a 0,940 mg/g et de 0,04 a 1,50 mg/g

respectivement.
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Le rendement maximal prédit de lycopéne (2,72124 mg/g) a €té enregistré dans les
conditions optimales prédites : volume du filtrat (20 mL), température d'évaporation du filtrat
(50 °C) et volume de DMSO (4,93 mL).Les valeurs expérimentales étaient en bon accord
avec les valeurs prédites, ce qui indique que le modéle d'équation est adéquat.

111.3.2 Effets des paramétres du procédé sur I'efficacité de la méthode de purification

Pour étudier I'effet individuel et I'interaction des variables indépendantes (X1 : A, X2 : B,
X3 : C,) sur le rendement du lycopene (y), des graphiques de surface de réponse ont été
construits a partir du modele de régression de I'équation (3). Comme il y avait trois facteurs,
deux facteurs ont été tracés et ont varié dans leur angle (-1 a +1) tandis que le troisieme
facteur a été fixé au centre (0). Les résultats sont présentés dans les fig. 19a-c.

a) Effet du volume du filtrat

Le volume du filtrat a eu un effet significatif sur le rendement en lycopéne pur (Fig.19a).
Le rendement le plus éleve a été obtenu avec le plus petit volume de filtrat qui est égal a 20
mL. L'augmentation du volume du filtrat génere une diminution de la quantité de cristaux de
lycopene. Cet effet peut étre expliqué par le phénoméne de saturation, c'est I'état
correspondant a la quantité maximale de produit qui peut étre dissoute dans un volume donné

de solvant a une température et une pression données (Couriol et al., 1997).

b) Effet de la température

Les résultats ont montré que les valeurs de rendement en lycopene étaient inférieures a la
température de 0°C mais qu'elles augmentaient avec la température jusqu'a 50°C (Fig. 19b).
L'augmentation de la température pourrait avoir contribué a briser les tissus compacts du fruit,
conduit a une rupture des structures de la paroi cellulaire de la tomate, perturbant les
membranes des chromoplastes et réduisant I'intégrité cellulaire. Ainsi, le rendu de plusieurs
substances phytochimiques (Oberoi et al., 2017), y compris le lycopene, et lI'augmentation du
rendement en lycopene est lié étroitement a la température, malgré son effet positif d, elle ne
doit pas dépasser 50 C° car la molécule de lycopéne peut se dégrader comme le confirment
d’autres travaux (Kunthakudee et al., 2019 ; Shi et Maguer, 2000).

c) Effet anti-solvant du DMSO

Suite aux résultats obtenus, il a été constaté que la quantité de cristaux de lycopene pur
augmente avec le volume de DMSO ajouté a raison de 3 a 5 mL. Augmentation du volume

de DMSO jusqu'a 7 mL, minimise la quantité de lycopene pur (Fig. 19c).
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Le volume de DMSO est I'un des facteurs importants pour la purification du lycopene. L'ajout
de DMSO comme anti-solvant ou précipitant a la solution, entraine la réduction de la
solubilité du soluté dans le solvant d'origine et, par conséquent, la génération d'une force
motrice de sursaturation (Nowee et al., 2008). Le DMSO est reconnu comme étant le plus
puissant de tous les solvants organiques apparentés disponibles. La capacité de solvatation du
DMSO est principalement liée a sa constante diélectrique élevée, qui dépasse celle de la
plupart des autres solvants aprotiques dipolaires courants. La paire d'électrons solitaires
hautement directionnelle qui existe au sommet de la pyramide aide a complexer et solvater les
molécules typiques (Balakin et al., 2004). Pour cette raison, le DMSO a été choisi comme
anti-solvant pour la méthode de purification. Il a la capacité de solubiliser tous les autres
caroténoides de l'extrait a I'exception du lycopene qui peut étre isolé sous forme de cristaux,
qui sont donc observés au niveau de la couche superficielle. Les autres caroténoides sont
rejetés dans la phase liquide, comme le B-caroténe, qui est tres soluble dans le DMSO. Un
éventuel exces de DMSO dans I'extrait provoque également la solubilisation des cristaux et

réduit donc le rendement en lycopéne pur.
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Fig.19. Graphiques 2D et 3D présentant les effets corrélatifs de (A) volume du filtrat correspondant a

I'oléorésine de caroténoide, (B) température d'évaporation du filtrat (°C) et (C) volume de DMSO ajouté (mL).
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I11.4. Etude de la solubilité

La molécule du lycopene est hydrophobe ce qui pose un majeur probléeme pour sa
solubilité dans l'eau, mais elle est plus facilement dissoute dans les solvants organiques
toxiques tels que le chloroforme, le benzene etle dichlorométhane. Par la suite, la dégradation
du lycopene au cours du temps dans ces solvants est facile (Amiri- Rigi et al, 2018). Pour
surmonter ces difficultés et obtenir le lycopéne sans traces de solvants organiques, dans ce
travail, les huiles essentielles sont utilisées comme co-solvant naturel, et comparées avec
I'huile végétale de son de riz.

Le tableaull, présentent les résultats de la solubilité du lycopéne dans les différentes
huiles essentielles et dans I’huile végétale de son de blé sont . Les résultats statistiques
montrent qu'il existe une différence significative en terme de solubilité du lycopéne (P <
0,05). On observe que I'huile essentielle d’Ammi visnaga.L (15,1 + 0,2 mg/g) a la plus grande
capacité de solubilisation parmi les différentes huiles essentielles testées, suivie de celle
d'Anethum graveolens.L (12,2 £ 0,6 mg/g), puis de celle d'orange (10,5 + 0,3 mg/g). Nous
constatons que les huiles essentielles sont plus efficaces que les huiles vegétales en comparant
aux resultats obtenus par les travaux de d'Okonogi et Riangjanapatee (2015) ou seules les

huiles végétales ont été étudiées.

Tableau 11 : Solubilité du lycopéne dans quelques huiles

Les Huiles utilisees Solubilité (mg/g)
Huile Essentielle I’Ammi visnaga 15.1 +0.2°
Huile Essentielle d’4nethum 12.2 +0.6°

Graveolens.L

Huile Essentielle d'Orange 10.5+£0.3¢

L'huile de son de riz 59+0.3¢

Les valeurs sont exprimées en moyenne + ET. a-d : différence significative a P < 0,05
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111.5. Encapsulation du lycopene par coacervation complexe alginate de sodium et agar

agar

Aujourd'hui, de nombreux compléments nutritionnels sont disponibles sous forme de
gélules ou de comprimés qui libérer les principes actifs de maniére contr6lée. Le but de la
présente étude est de développer une formulation de lycopéne de qualité alimentaire.
L’objectif visé dans cette étude est I’encapsulation du lycopéne extrait de la pastéque combiné
avec ’huile essentielle d’Ammi visnaga immobilisée.

Lorsque le lycopéne extrait a été mélangé avec une solution d'alginate de sodium a 4 %,
et I’huile essentielle d’Ammi visnaga qu’il n'a pas été complétement dissous, une couche de
I’huile séparée s'est formée, du fait que ce dernier n’était pas miscible dans l'alginate. Ceci
était en partie attendu car l'alginate est un polysaccharide dissous dans une solution polaire,
tandis que I’huile essentielle insoluble dans 1’eau. Une solution d'agar-agar a 1 % a €eté ajoutée
a la solution d’alginate, qui a permis a la solution s’amalgamer et former le mélange
lycopene-alginate-agar.

Les billes ont été préparées en utilisant du CaClz (0,2 M). Il a été enregistré que les
concentrations de 1 et 2 % d'alginate ne permettaient pas une bonne formation de, billes qui se
dissolvaient dans la solution de CaCl,. Ceci peut étre expliqué par le non abondance d‘alginate
pour former de fortes liaisons croisées afin de produire un gel stable. En revanche, Des billes
de resistance satisfaisante se sont formées lorsqu'une solution a 4 % d'alginate a été utilisée,

donnant plus de rigidité et de forme aux billes (fig.20).

Fig.20. Billes de lycopene encapsulés
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I11.6. Activité biologique in vitro
I1L.6.1. L’activité antioxydante

Le test DPPH est une méthode rapide pour déterminer l'activité antioxydante.
Cependant, le DPPH ne se dissout que dans les solvants organiques, notamment le méthanol
et I'éthanol. Cela rend difficile I'évaluation des propriétés antioxydantes du lycopene, car les
caroténoides sont a peine solubles dans I'éthanol ou le méthanol (Gutierrez et al., 2008). Ce
dosage a nécessité I'utilisation d'un solvant approprié (éthanol-dichlorométhane 1 :2 v/v) pour
permettre la remise en suspension des caroténoides, du DPPH et des étalons dans les mémes
conditions.
Les courbes présentent en Figure 21 montrent l'effet piégeur sur les radicaux libres du

standard (vitamines C), de ’extrait de caroténoides et du lycopéne purifié.

111.6.1.1. La concentration inhibitrice a 50% (1C50)

La concentration inhibitrice a 50% (IC50) est définie comme étant la concentration de
I’extrait qui permet de réduit le pourcentage d’inhibition du DPPH a 50% et il est inversement
proportionnel a la capacité antioxydante. Nos résultats ont été exprimes par le calcul de la
concentration inhibitrice (IC50), ce parametre a été introduit apparemment par Brand-
Williams et ses collégues, et a été utilisé par la suite par plusieurs chercheurs pour présenter
leurs résultats (Molyneux P., 2004).

La valeur IC50 des échantillons a été calculée par régression linéaire des pourcentages
d’inhibitions calculées en fonctions de six concentrations différentes d’échantillons préparés
et est exprimé en ug/ml. L’équation de régression pour les caroténoides est : y = 13,661 In(x)
+ 78,728, de lycopéne est : y = 7,0368 In(x) +54,675 et celle de vitamine C: y = 9,9176x
+22,806
Les concentrations d’extrait de caroténoides, du lycopene et de vitamine nécessaire pour
réduire le radical de DPPH a 50% étaient de 122.1 pg /mL, 580 pg /mL et 27,4 pg
/mL, respectivement. On remarque bien que la vitamine C a montré une forte activité
antioxydante, tandis que l'effet antioxydant a été observé plus rapidement avec I’extrait de
caroténoides par rapport au lycopene purifié. Ceci s’explique par I’effet synergique entre les
différents composants de caroténoide, qui a été confirmé par les travaux de Chen et al.,
(2009). Les profils des courbes de I'acide ascorbique et de lycopene, qui refletent leur activité

antioxydante, étaient similaires aux courbes obtenues par Srikanth et al., (2010).
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Fig. 21. Effet anti radicalaire de lycopéne, d’extrait de caroténoides et de la vitamine C sur la réduction du DPPH
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II1.7.2. L’activité antimicrobienne
111.7.2.1. Concentration minimale inhibitrice (CMI) du lycopene et de I’huile essentielle
d’Ammi visnaga. L

Cing souches pathogenes et une levure ont été utilisées pour évaluer leur résistance en
présence soit du lycopene, soit de I’huile essentielle d’Ammi visnaga. La CMI pour une
souche pathogéne donnée, est la concentration la plus faible d’un inhibiteur donné a laquelle
les bactéries ne peuvent pas survivre. Les concentrations minimales inhibitrices des
différentes souches pathogénes testées dans ce travail sont variables, selon la souche et selon
la molécule active, elles varient entre 62,5ug/ml a 500 pg/ml pour le lycopéne et 0,83 pug/mL
a 6,67 pg/ml pour I’huile essentielle d’Ammi visnaga .L
Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 12, comparant aux d’autres travaux
rapportés par Djifaby et al. (2012), les valeurs de CMI du lycopene obtenues dans ce travail
étaient similaires contre quelques souches (E.coli et B. cereus) et plus faible contre la souche
P. aeruginosa,

L’huile essentielle d’Ammi visnaga posséde une grande activité antimicrobienne
contre toutes les souches testées, avec une valeur de CMI tres faible (6,67 pg /ml) pour les
souches K. pneumoniae et P. aeruginosa. Ces résultats sont confirmes par les travaux de
Khalfallah et al. (2011).

Tableau 12: CMI of lycopene and Essential oil Ammi vishaga. L

Souches bactériennes Lycopéne pg /ml L’huile essentielle g /ml
K. pneumoniae 62,5 6,67
E. coli 250 0.83
S. aureus 125 3,33
P. aeruginosa 62,5 6,67
B. cereus 125 6,67
C. albicans 500 3,33
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111.7.2.2. Effet synergique antimicrobien de la combinaison entrelycopéne et I’huile
essentielle d’Ammi visnaga L.

Les résultats des tests de la combinaison antimicrobienne entre lycopéne et 1’huile
essentielle d’Ammi visnaga L contre cing souches bactériennes et une levure, sont illustrés dans
le tableau 13 et par la figure 22. L’interaction de cette combinaison révele une réaction de
synergie, une synergie partielle, antagonisme ou aucun effet synergique contre les différentes
souches testées. Les interactions synergétique et partiellement synergétique ont été observées
contre les souches bactériennes K. pneumoniae, E. coli et S. aureus. Par ailleurs, une synergie
totale a été observée contre K. pneumoniae (1/6 MICiycopene €t 1/4 MICHe) avec FICI de 0,42 et
partielle contre les souches S. aureus et E. coli (1/6 MICiycopene €t 1/3 MICHg) avec FICI allant
de 0,51 a 0,55 respectivement. Par contre, un effet antagoniste a été généré contre B. cereus et
C. albicans pour la combinaison de1/6 MICiycopene €t 1/1 MICHe avec FICI de 2,06. Tandis que
I'union entre lycopéne et I’huile essentielle n'a montré aucun effet synergétique contre la souche
P. aeruginosa. Les valeurs de CMI de I’huile essentielle &’Ammi visnaga L et du lycopéne ont
été significativement reduites environ 4 a 6 fois respectivement par cette combinaison dans les
interactions synergétiques. Cette capacité des huiles essentielles a amélioré 1’efficacité de
I’effet antimicrobien du lycopene, peut étre expliquer par la considération des huiles
essentielles comme des substances hydrophobes capables d'interagir avec les lipides
membranaires entrainant une perturbation de la structure cellulaire et la perméabilité
membranaire, de sorte que le lycopene puisse facilement traverser la membrane, ce qui
renforce leur effet antimicrobien, méme avec des doses plus faibles (Heipieper& Martinez,
2010). La combinaison du lycopéne et les huiles essentielles peut étre appliquée dans les
formulations cosmétique et pharmaceutique contre les souches multirésistantes. (Bag &
Chattopadhyay, 2015).
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Fig. 22. Microplaque de la combinaison antimicrobienne de lycopéne et de I’huile essentielle

d’Ammi visnaga L

Tableau 13 : Effet de la combinaison entre le lycopéne et I'huile essentielle contre différentes

bactéries

Souches CMlc iycopene CMlc He ClFiycop CIFre CIF ICIF Interaction

microbiennes  (mg/mL) (mg/mL)  ene

K. pneumonia  3.90 1.66 0.0624 0.24 030 0.42 Synergies

3.90 3.33 0.0624 0.49 0.55 total

E. coli 7.81 1.66 0.062 0.49 0.552 0.55 Synergies
7.81 1.66 0.062 0.49 0.552 partielle

S. aureus 3.25 1.66 0.490 0.026 0516 0.51 Synergies
3.25 1.66 0.490 0.026 0.516 partielle

P.aeruginosa  3.90 0.67 0.010 1 1.01 1.01 aucun effet
3.90 0.67 0.010 1 1.01

C. albicans 7.81 13.34 0.0625 2 2.062 2.06 Antagonism
7.81 13.34 0.0625 2 2.062

B. cereus 125 0.41 2 0.061 2.061 2.06 Antagonism
3.90 13.34 0.061 2 2.061

CMI : Concentration minimale inhibitrice du composé individuellement.

CMIC : Concentration minimale inhibitrice du composé en combinaison.

CIF : (concentration inhibitrice fractionnaire). ICIF (indice de concentration inhibitrice fractionnaire).
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I11.8 Activité biologique in vivo

Le staphylocoque doré (Staphylococcus aureus) est la souche de staphylocoque la plus
fréqguemment rencontrée en pathologie humaine et vétérinaire. Elle partage avec la bactérie
Escherichia coli le triste privilége d’étre au premier rang des germes responsables des
infections nosocomiales. Dans cette étude, nous avons provoqué une prostatite chronique chez
les rats wistar par instillation d’une souche pathogéne Staphylococcus aureus isolée du

sperme d’un patient atteint d’une infection urinaire.

111.8.1. Etude de la sensibilité de la souche staphylococcus aureus aux antibiotiques
standards.

Nous constatons d’aprées les résultats illustrés dans le tableau 13 et par la figure 23,

que la souche S. aureus testés est plus au moins sensible a la majorité des antibiotique utilises,
mais a différents degrés. Les diamétres des zones d’inhibition enregistrés varient entre
11 et 36 mm Selon Ponce et al. (2003) et Moreira et al. (2005), la sensibilité des germes a été
classée par le diameétre des halos d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour les diamétres
moins de 8 mm ; sensible (+) pour les diamétres de 9 a 14 mm ; tres sensible (++) pour les
diametres de 15 a 19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diameétres de plus de 20
mm..
L’antibiogramme de la souche S. aureus a révélé des zones d’inhibition importante contre la
cephaline (CEP25) avec un diametre de 36 mm.. Par ailleurs, les antibiotiques qui se sont
montrés inactifs contre cette souche sont les suivants : Pénicilline (P10), Ampicilline (AMP),
Pipéracilline (PRL3o) et Oxacilline (OXs)

La céfalexine (céphaline) est un antibiotique de la famille des B-lactamines du groupe
des céphalosporines de premiere génération utilise en Algérie pour le traitement de la

prostatite chronique causée par des bactéries Gram positif.
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Fig.23 I’antibiogramme de la souche S. aureus
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Tableau 14 : Résultats des antibiotiques exprimés par le diameétre de la zone d’inhibition en

mm
N° ANTIBITIQUE Zone La sensibilité
d’inhibition
en mm
1 P1o 0 -
2 AMX 25 20 +++
3 GEN 10 31 +H+
4 CEP 25 36 +++
5 PB 100 11 +
6 NA 30 12 +
7 AMP 0 -
8 SXT 25 24 +++
9 DXT3o 30 +++
10 PRL3o 0 -
11 OXs 0 -
13 E s 25 +++

111.8.2. Modele prostatite bactérienne chronique CBP

Un modéle de rat reproductible du prostatique chronique bactérien (CBP) a été
développe, ce dernier partage de nombreuses similitudes avec CBP humaine (Lee et al.,
2001). Dans notre modele, les bactéries introduites par l'urétre ont pénétré et proliféré dans le
canal prostatique, et ont provoqué une infection bactérienne de la prostate. Pour confirmer la
mise en place de la CBP, des analyses microbiologiques (uroculture et spermoculture) a été
réalisees.
Sur les 25 rats traités, 21 rats représentant 84% du lot ont développé une prostatite bactérienne
chronique, ce résultat a été confirmé par les analyses microbiologiques (uroculture et
spermoculture). Le dénombrement des staphylococcus aureus sur gélose au sang,
I’observation d’une hémolyse béta autour de chaque colonie, ainsi qu’une coloration de gram
ont confirmé la présence de cette bactérie Fig.24.La coloration de May-Griinwald Giemsa des
frottis de spermes confirme la présence d’un nombre important de leucocytes chez tous les 21

rats atteints de prostatite (Fig.25), chez le rat témoin, rat sain, aucune présence de leucocytes
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dans son frotti de sperme (Fig.26). Quatre rats qui n’ont pas pu éjaculer ont été exclus de
I'expérience. Le prélevement du sperme a été réalisé pour éviter les complications de
I’intervention chirurgicale de la biopsie prostatique, surtout pour éviter la mort des rats, et
pour but d’améliorer le protocole de Han et al. (2008), a I’il y a la mort de 6 rats a la cause des
complications suite de D’intervention chirurgicale. Puisque 80% du liquide de spermes

provient de prostate, un nombre du leucocyte élevé ainsi la présence de S. aureus dans la

culture de sperme suffisant pour confirmer I’infection prostatique

Fig.24. Les colonies de Staphylococcus aureus sur la gélose au sang (présence d’hémolyse) (a) Coloration de

gram de Staphylococcus aureus (b)
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Fig.25. Observation microscopique d’un frotti de sperme de rat atteint d’une prostatite bactérienne chronique

(CBP) par coloration de May-Griinwald Giemsa indique la présence des leucocytes (grossissement x 40).

e ¥

Fig.26. Observation microscopique d’un frotti de sperme d’un rat normal par coloration de May-Griinwald

Giemsa (grossissement x 40).

Chapitre 111 : Résultats & Discussion 71



HAMED Djahira (2022). Lycopéne : propriétés chimiques, biologiques et bienfaits santé.

111.8.3. Résultat de I’effet thérapeutique de lycopene seul ou combiné avec céfalexine sur

CBP
111.8.3.1. Parametres anthropométriques et biologiques des rats

Comme le montre le tableau 14, les animaux ont été surveillés et contrdlés pendant les
deux semaines du traitement, la CPB induit une diminution significative du poids corporel des
animaux du groupe contrdle par rapport aux rats traités. La baisse du poids corporel a été
estimée de 39,99 entre le poids des animaux du premier jour (211,3+ 24.85g) de I’installation
de CBP au dernier jour de la fin du traitement. Alors que les animaux traités soit avec
lycopéne, soit avec céfalexine ou la combinaison lycopéne/ céfalexine ont montré une
augmentation statistiquement significative du poids corporel par rapport aux groupes CBP
témoins positifs et leur poids corporel était respectivement de 218.94 + 25.95, de 222.5+
11.47 et 275.34 + 11.47 g, avec une augmentation de 9.54, 18.9 et 59,99, la diminution du
poids corporal chez les rats non traités (groupe contréle) est causée par la perte d’appétit.

Une diminution statistiguement significative (P < 0,05) du poids de la glande
prostatique chez le contréle CBP de 0.34 + 0.01g, peut-étre expliquée par une atrophie des
tissus prostatiques par rapport au groupe traité par le céfalexine et sa combinaison avec
lycopene (Tab. 14).

L’analyse de I’antigéne spécifique de la prostate (PSA) montre aucune différence
significative (P > 0,05) des concentrations de PSA chez I’ensemble des rats de
’expérimentation, les valeurs de PSA varient entre (2.84 +0.008x 10-2 ng/mL et 2.62 +
0.003x 10-2 ng/mL) (Tab. 14). L’antigéne prostatique (PSA) est une sérine protéase, élaborée
par 1’épithélium canalaire prostatique est détectable dans le sérum des males. Généralement la
concentration du PSA est éleve chez les patients atteints d’adénocarcinome, et méme chez
nombreuses affections non malignes de la prostate, en particulier I’hyperplasie bénigne de la
prostate (HBP) (Tetreault et al., 2016),

Mais pour les prostatites bactriennes selon les études de Durwood et al. (1992), la
concentration de PSA peut augmenter que dans la premiére semaine aprés I’infection, dans la
prostatite aigue et cette concentration peut diminuer et reste stable dans les deux semaines
suivantes (prostatite chronique), ce qui confirme que nos résultats de la ce parametre sont en
accord avec les travaux de Durwood et al. (1992) et que les conditions peuvent préter a
confusion si le PSA doit étre utiliseé pour le diagnostic et le traitement de prostatite

bactérienne chronique.
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Tableau 15 : Parametres anthropomeétriques et biologiques chez le rat (CBP) traité ou non au

lycopéne et a la céfloxine.

Groupe des rats Poids du corps  Poids du corps Poids prostate PSA
(9) (9) (9) (x10-2
1%d’instalation  La derriere jour de ng/mL)
(CBP) traitement
Groupe contrdle 211,3+ 24.85 171.4 £38.66 0.34 +0.012 2.64 +0.008

Groupe traité par 209,4+37.76° 218.94 + 25.95% 0.47+0.12° 2.66 +0.003

lycopéne

Groupe traité par 203,6+18.66% 222.5 £ 11.46% 0.53£ 0.05 2.62+ 0.004
céfalexine

Combinaison 215,01+28.16% 275.34 + 11.47° 0.55£0.11 2.84 £0.001

lycopéne / céfalexine

Les valeurs sont exprimées en moyenne +ET. a : Différence significative a P < 0.05; b: Différence hautement

significative a P < 0.001.

111.8.3.2. Résultats microbiologiques des tissus prostatiques et cultures d'urine

a) Résultats de ’examen bactériologique des tissus de prostate

Aprés 2 semaines de traitement, des échantillons d’urines sont prélevés et les rats sont
sacrifiés, une petite partie du tissu de la prostate est prélevée dans des conditions aseptique
pour le dénombrement, la partie restante de prostate est conservée dans du formol et PBS. Les
données microbiologiques des tissus de la prostate en premier lieu avant tout traitement en
confirment a priori le développement de la prostatite chez les rats puisque les concentrations
bactériennes de S.aureus sont trés élevées par rapport a la normale. Quatre semaines apres
I'introduction de S. aureus, la CBP s'était développée chez tous les groupes avec des stades
d’infections variables. En second lieu, aprés le traitement avec soit lycopéne, soit
I’antibiotique ou la combinaison des deux, on observe chez tous les groupes une diminution
significative des taux de la charge bactérienne de S.aureus (Tab. 15). Apres la culture des
tissus prostatiques des 21 rats, le nombre des colonies (ufc/g) dans le groupe traité par
Céfalexine et par le lycopene/ Céfalexine a démontré une diminution significative par rapport
a celle du groupe témoin (P < 0,05). Le groupe qui a recu des doses journalieres de lycopéne a

également montré une tendance cohérente de diminution du nombre de bactéries par rapport
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au groupe témoin positif, mais cette diminution n'était pas statistiquement significative en
comparaison avec le groupe lycopéne/céfalexine. La céfalexine est I’antibiotique le plus
utilisé dans les traitements de prostatite chronique dd au S. aureus (Baker, et al., 2004 ;
Paulson, et al., 1986). C’est un antibiotique de la famille de B-lactamines qui inhibe la
production de la paroi cellulaire et parmi un des inhibiteurs sélectifs de la synthése de
peptidoglycanes. Cette perturbation de la structure cellulaire provoque une perméabilité
membranaire, de sorte que le lycopene puisse facilement traverser la membrane, ce qui
renforce leur effet antimicrobien indiquant qu’il y a une possibilité d’une synergie entre le
lycopéne et I’antibiotique testé. Le groupe traité par lycopene seul a également montré une
tendance cohérente de diminution du nombre d'UFC dans la culture du tissu prostatique par
rapport au groupe témoin positif. Cette diminution peut étre expliqué par ’effet positif du
lycopene sur le systeme immunitaire, du fait que c’est un antioxydant qui contribue a la
protection des globules blancs, doté d’un pouvoir immunostimulant et impliquant des effets

anti-inflammatoires (Friedman, et al., 2013).
b) Résultats de I’examen bactériologique des urines

Le résultat quantitatif microbiologique des urines de 21 rats montre qu’il y a une diminution
hautement significative du nombre des colonies dans les groupes traités par ’antibiotique
céfalexine et dans le groupe de rats recevant un traitement mixte entre lycopene/ céfalexine
par rapport au groupe témoin (P < 0,05) (Tab. 15). Une tendance a la diminution du nombre
de bactéries dans le groupe d’animaux recevant le lycopene a été enregistrée également par
rapport au témoin positif, mais cette diminution n’était pas statistiquement significative (P >
0,05) (Tab.15). Ces résultats suggerent que le lycopéne pourrait avoirun effet synergique
lorsqu'il est utilisé en combinaison avec la céfalexine. Bien que le mécanisme soit incertain, il
est suggéré que la thérapie combinée avec la fluoroquinolone et le lycopéene pourrait améliorer
I'efficacité du traitement de la CBP (Han et al., 2008), mais il faut des études cliniques

appropriées pour approuver ces résultats et davantage d'efforts pour les élucider.
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Tableaul6 : Résultats microbiologiques quantitatifs de la culture des urinaires et tissus

prostatiques.

Groupe des rats Moyenne (xET) log10 UFC/g Moyenne (+ET) log10
du tissu prostatique UFC/ 100 pl d'urine
Controle groupe (n = 6) 6.43 £ 0.40 521+0.16
Groupe traité par Lycopene (n =5) 5.48 £ 0.36 4.66 £ 0.75
Groupe traité par Cefalexin (n = 5) 3.48 £0.37% 2.92 £0.89%
Combinaison entre Lycopene / 1.19 £ 0.39% 1.08 + 0.05?

cefalexin (n =5)

ET, écart type ; UFC, unité formant colonie. a : P < 0,05 par rapport au groupe contréle

111.8.3.3. Etude histologiques de la prostate

Dans I’¢tude histologique, la coloration été réalisée pour observer les structures
morphologiques des tissus de la prostate dans le groupe témoin modele (CBP) et les groupes
traités par Lycopene et la céfalexine. Dans le groupe témoin positif, on a observé une
infiltration intense des monocytes et des macrophages dans les acini et l'interstitium, une
fibrose interstitielle, une congestion vasculaire sévére avec un cedéme interstitiel massif dans
les tissus de la prostate (Fig 25. a). Chez les groupes traités par lycopéne, l'infiltration de
cellules inflammatoires avait diminué dans les tissus glandulaires et périglandulaires, avec
infiltrations cellulaires leégére et focalisé (Fig 25. b), mais cette diminution moins important
par rapport au groupe traité par céfalexine au il y a une diminution remarquable de
I’infiltration cellulaire, un aspect relativement normale de la acini , mais avec une présence de
quelque cedéeme (Fig 25. ), car I’antibiotique a un effet antibactérien mais n’a pas un effet
anti-inflammatoire, Par ailleurs les animaux du groupe traité en combinaison entre lycopene et
céfalexine, les acini ont retrouvé leur taille et une Iégere hyperplasie des cellules épithéliales
glandulaires sans destruction ni atrophie ont été observés dans les tissus de la prostate et
absence totale d’cedéme.

De plus, une diminution importante de l'infiltration des cellules inflammatoires a été
observée par rapport au groupe modele, (Fig 25. €)

Le lycopéne est également suggéré dans de nombreuses études pour réduire la

production et l'expression de facteurs inflammatoires (Hadad et al.,2012). (Palozza et al.,
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1992) a en outre expliqué que le mécanisme possible du Lycopéne dans la réduction des
facteurs inflammatoires pourrait étre que le lycopéne était un composé lipophile étroitement
associé avec la membrane cellulaire, ou les caroténoides régulent les activités des facteurs de
transcription et des kinases sensibles a l'oxydoréduction. D’autre étude (Zhao et al., 2019)
montre que le lycopene a exerceé un effet anti-inflammatoire en régulant a la baisse des

niveaux des facteurs inflammatoires et exerce également un effet antioxydant
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Fig. 27 : Micrographies représentatives de sections de tissu prostatique (H &E x 100) (a) groupe contrdle. (b)
groupe traité par lycopéne, (c) groupe traité au céfalexine. (e) le groupe traité avec lycopene / céfalexine, IF :

fibrose interstitielle, 11C : I'infiltration de cellules inflammatoires, CVS : congestion des vaisseaux sanguins,

CV : congestion vasculaire, ED : cedeme interstitiel
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Conclusion

Dans la présente étude, I’extraction de lycopene a été effectuée a partir de deux sources
alimentaires locales, le fruit de pasteque de la variété, Citrullus lanatus et le concentré de
tomate, qui est un produit local de la marque CAB Amor Ben Amor, Le rendement de
I’extraction de lycopéne du concentré de tomate et de pastéque est égal a 0,27 % et a 0,18 %
respectivement par apport a 100 g de matiére premiere. Ces concentrations, sont largement
satisfaisantes.

Le DMSO a été utilisé comme un anti-solvant pour la purification du lycopene par la
méthode de recristallisation. Cette purification a été confirmée par les méthodes de
caracterisations suivant : UV-vs, CMI, FTIR, HPLC et DRX. Les résultats de la conception
du Box-Behnken ont permis de développer un modele quadratique pour la prédiction du
rendement du lycopene pur en fonction de trois parametres. Sous des conditions optimales de
la purification consistant en un volume d’oléorésine 20 ml, une température de 50 °C, un
volume anti-solvant le DMSO de 5 mL, une teneur satisfaisante en lycopene pur 2,73 mg /g a
été récuperée.

L’étude de solubilit¢ du lycopéne dans quelques huiles essenticlles (d'Anethum
graveolens, d’Ammi visnaga et [’huile d'orange) comparé a I’huile végétale de son de riz
montre que les huiles essentielles ont une grande capacité de solubilité du lycopéne par apport
a ’huile végétale avec une meilleurs solubilité a était enregistré par ’huile essentielle d”’Ammi
visnaga L (15 mg/g) suivie de celle d'Anethum graveolens.L (12,2 £ 0,6 mg/g), en dernier lieu
cl’huile d'orange (10,5 + 0,3 mg/qg).

L’étude du pouvoir antioxydant par le test de DPPH a montré que I’extrait de
caroténoides et du lycopéne possédaient une grande activité radicalaire. 1ls ont été capables de
piéger le radical libre DPPH. Les valeurs de CE50 ont été obtenues respectivement a 122.1
ug. mL?et 580 pg. mL? pour I’extrait de caroténoides et du lycopéne. Celle de I’acide
ascorbique a été quant a elle, obtenue a 27,3 pg. mL™*

La concentration minimale inhibitrice (CMI) du lycopene a été explorée en testant six
souches référencées, les valeurs de CMI obtenues étaient relativement élevées, ce qui se
traduit par une faible activité microbienne. Afin de I'améliorer, des interactions synergétiques
ont été développées suite a la combinaison du lycopene avec I’huile essentielle d’Ammi
visnaga. Une synergie totale contre K. pneumoniae avec FICI allant de 0.42 et partielle contre

les souches E. coli et S. aureus avec FICI allant de 0,55 et 0,51 respectivement, ont été
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enregistrées, Ce qui a confirmé que cette huile a non seulement amélioré la solubilité du
lycopéne, mais a renforcé également son activité antimicrobienne.

Dans la partie in vivo, un modéle animal de rat reproductible d’une prostatique chronique
bactérienne (CBP) a été développé par introduction de la bactérie S. aureus par I’uretre en
pénétrant dans le canal prostatique pour induire une infection prostatique, quatre semaines
apres la prolifération de S. aureus, des prélévements d’urine et des spermes ont été réalisés.
L’uroculture et la spermocultures confirment le modéle (CBP) et sélectionnent les rats
positifs. Les rats de modele (CBP) ont été divisés aléatoirement en quatre groupes traités par
le lycopéne seul, lycopéne / céfalexine, céfalexine seul et un témoin positif. Les résultats
montrent que la croissance bactérienne et le degré d’inflammation prostatique chez les rats
traités au lycopéne seul étaient légérement inférieurs a ceux des rats témoins, statiquement
non significatives par rapport au témoin. Une réduction significative du nombre de bactéries
ainsi qu’une réduction considérable de linfiltration de cellules inflammatoires, 1I’cedéme
interstitiel et la fibrose a été observés chez le groupe recevant le lycopene combiné au
cefalexine par rapport au groupe témoin et le groupe traité au céfalexine seul. Ces résultats
suggerent que le lycopene peut avoir un effet supplémentaire (synergique) lorsqu’il est utilisé
conjointement avec la céfalexine pour le traitement du CBP cause par S. aureus.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette investigation, constitue une premiére étape
dans la recherche des substances bioactives, il serait intéressant d’étayer ce travail en visant
comme perspectives les points suivants :
& Etudier ’effet synergique antioxidant du lycopéne avec les huiles essentielles.
& Etudier les mécanismes d’action de I’effet synergique antimicrobien du lycopéne avec
les huiles essentielles.
& Elargir le spectre des propriétés biologiques que peuvent posséder lycopéene ou la
combinaison avec les huiles essentielles en évaluant d’autres activités in vitro et in

vivo telles que ’activité antitumorale et antivirale.

CONCLUSION
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ANNEXE



Annexe 01 :

Composition de la nourriture des rats

La nourriture fournie aux rats est composée de dérivés d’origine végétale, céréales,

graines, fruits a coque. Constituants analytiques :Protéine brute (14%), matieres grasses
brutes (10%), cellulose brute (13%), cendres brutes (3.6%), phosphore (0.4%), calcium
(0.4%), sodium (0.1%).Additifs nutritionnels/Kg : 4410 I.E. vitamine A, 677 |.E. vitamine
D3, 56 mg vitamine E, 43 mg fer (E1), 0.1 mg iode (E2), 0.1 mg cobalt (E3), 3 mg cuivre
(E4), 11 mg manganese (E5), 8 mg zinc (E6), 0.1 mg sélénium (E8), colorants, antioxydants.
Milieux de culture

Gélose nutritive (GN) (g/l)

Peptone. ....ooeeiii 10g
Extrait de viande.............coooiiiiiiiiii 3g
Extraitde levure...........ooooiiiiiiiii 3g
Chlorure de sodium.............ooviiiiiiiiiiii e, S5¢g
AT I8¢
Eaudistillée...........coooiii 1000 ml

pH=7,3+0,2
Mueller Hinton gélosé (M-H) (g/l)

Extrait de viande.............coooiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de caséine...................cceeveveennnn 17,5¢
AMIAON. ...t 15¢g
N 16 g
Eaudistillée............ooooiiiiiii 1000 ml
pH=7,3

Sabouraud additionné de chloramphenicol gélose (g/l)
Peptone. ... ..o 10g
GlUCOSE e 20g
N I5¢g
Chloramphénicol..............oooiiiiiiii e, 05¢g

Eau distillée. ..o i, 1000 ml



Annexe 02 :

Preléevement du sang chez les rats




Annexe 03

Les résultats des donnés de I’optimisation traité par le progiciel Design- Expert® version
11
Warning: The Cubic model is aliased.

Fit Summary

Response : Y Lycopene

0,1078

0,0003 0,2512 -0,0404

0,9909 0,0002 -0,0166 -1,1706
<0.0001 0,1712 0,9991 0,9955 Suggested
0,1712 0,9997 Aliased

Sequential Model Sum of Squares

- 41,14 1 41,14

- 225 3 0,7489 2,57 0,1078
- 0,0405 3 0,0135  0,0340 0,9909
- 317 3 1,06 3106,80 <0.0001 Suggested
- 0,0015 3 0,0005 5,00 0,1712 Aliased
- 0,0002 2 0,0001

- 46,59 15 3,11




ANOVA for Quadratic model

Response: Y Lycopene

- 5,46 9 0,6062 1783,03 <0.0001 nificant
- 0,1800 1 0,1800 529,41 <0.0001
- 2,04 1 2,04 6000,59 < 0.0001
- 0,0264 1 0,0264 77,79 0,0003
- 0,0090 1 0,0090 26,54 0,0036
- 0,0132 1 0,0132 38,90 0,0016
- 0,0182 1 0,0182 53,60 0,0007
- 0,0162 1 0,0162 47,66 0,0010
- 0,1571 1 0,1571 461,96 <0.0001
- 3,10 1 3,10 9116,89 <0.0001
- 0,0017 5 0,0003

- 0,0015 3 0,0005 5,00 0,1712 t significant
- 0,0002 2 0,0001

- 546 14

Factor coding is Coded.
Sum of squares is Type 111 - Partial

The Model F-value of 1783,03 implies the model is significant. There is only a 0,01% chance

that an F-value this large could occur due to noise.

P-values less than 0,0500 indicate model terms are significant. In this case A, B, C, AB, AC,
BC, Az, B2, C2are significant model terms. Values greater than 0.1000 indicate the model
terms are not significant. If there are many insignificant model terms (not counting those

required to support hierarchy), model reduction may improve your model.

The Lack of Fit F-value of 5,00 implies the Lack of Fit is not significant relative to the pure
error. There is a 17,12% chance that a Lack of Fit F-value this large could occur due to noise.

Non-significant lack of fit is good -- we want the model to fit.



Fit Statistics

Adjusted R? 0,9991

Predicted R? 0,9955

Adeq Precision 144,9641

The Predicted R2 of 0,9955 is in reasonable agreement with the Adjusted R? of 0,9991; i.e.

the difference is less than 0.2.

Adeq Precision measures the signal to noise ratio. A ratio greater than 4 is desirable. Your
ratio of 144,964 indicates an adequate signal. This model can be used to navigate the design

space

Coefficients in Terms of Coded Factors

- 229 1 0,0106 2,26 2,32

- -0,1500 1 0,0065 -0,1668 -0,1332 1,0000
- 0,5050 1 0,0065 0,4882 0,5218 1,0000
- 0,0575 1 0,0065 0,0407 0,0743 1,0000
- -0,0475 1 0,0092 -0,0712 -0,0238 1,0000
- 0,0575 1 0,0092 0,0338 0,0812 1,0000
- -0,0675 1 0,0092 -0,0912 -0,0438 1,0000
- -0,0662 1 0,0096 -0,0909 -0,0416 1,01
- 00,2062 1 0,0096 -0,2309 -0,1816 1,01
- -0,9163 1 0,0096 -0,9409 -0,8916 1,01



Model Comparison Statistics

-93,71

-66,63

-18,71

Final Equation in Terms of Coded Factors

Y Lycopene = +2,29-0,1500 A+0,5050 B+0,0575 C-0,0475 AB+0,0575 AC-0,0675 BC-
0,0662 A2-0,2062 B?-0,9163 C?

The equation in terms of coded factors can be used to make predictions about the response for
given levels of each factor. By default, the high levels of the factors are coded as +1 and the
low levels are coded as -1. The coded equation is useful for identifying the relative impact of

the factors by comparing the factor coefficients.

Final Equation in Terms of Actual Factors

Y Lycopene =
-4,31781
+0,015125 V Filtrate
+0,049150 T evaporation
+2,26687 V DMSO
-0,000190 V Filtrate * T evaporation
+0,002875 V Filtrate * V DMSO
-0,001350 T evaporation * V DMSO
-0,000663 V Filtrate 2




Design-Expert® Software Cube
Factor Coding: Actual

Y Lycopene (mg/g)
1 = AV Filtrate f hd
X2 = B: T evaporation 1,73625 1'45625

X3 = ¢V DMSO

Y Lycopene (mg/qg)

b

B+:50 | 1,87125 e 1,36125
0
=
S
E ® L 3
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, I
g 0,76625 067625, C+7
&
—
[oa) [ ]
C: V DMSO (ml)

B0 063125 - 031125 (=3

A-: 20 A+:40
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Design-Expert® Software Residuals vs. Predicted
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Design-Expert® Software
Factar Coding: Actual

Y Lycopene (mg/g)
@ Design Points
95% CIBands
X1 = AV Filtrate

X2 = B: T evaporation

Actual Factor
CVDMSO =5

B-0
B+ 50

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual
¥ Lycopene (mg/g)
@ Design Points
95% Cl Bands

X1 = AV Filtrate
X2 = GV DMsO

Actual Factor
B: T evaporation = 25

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

Y Lycopene (mg/g)
@ Design Points
95% CIBands

X1 = B: T evaporation
X2 = C: V DMSO

Actual Factor
AV Filtrate = 30

c-z2
c+7

Y Lycopene (mg/g)

Y Lycopene (mg/q)

Interaction

3] B: T evaporation (°C)
2]
154 ° =
1]
05
o_|
T T T T T
20 25 30 35 40
A:V Filtrate (ml)
Interaction
3| C: V DMSO (ml)
25
H]
5 2|
o
E
L]
=
Y
2
5]
S
=
>
05|
0_|
T T T T T
20 25 30 35 40
A:V Filtrate (ml)
Interaction
3_| C: V DMSO (ml)
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B: T evaporation (°C)
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