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Start up - Lille, France

Effets santé décuplés

Collaboration Eurafrican



Curcuma longa ©

Famille : Zingiberaceae 94 especes differentes (Theplantlist.org)

Origin : Asie (South-Est)

Culture : Asie, Afrique, Amérique du Sud

Minerals
Vitamins

Curcuminoids

61 12 @

21 25 46

Others e l
secondary S
metabolits .
(alkaloids,

flavonoids, ...)

79

B Curcumin
Carbohydrates M Bis-Demethoxycurcumin

" Demethoxycurcumin
Distribution modiale de la culture du Curcuma Composition du curcuma ~ Perivates

o 3
(Encyclopedia of life) (Ikpeama et al, 2014 ; Zhang & Kitts 2021
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Pourquoi le Curcuma longa?

Utilisation depuis 6000 ans (FAO) Nombre de

publications
800

700
600
500
400
300
200 I
100
0 —_— .

1990 2000 2010 2020 2021 2022 2023

Systeme gastro-intestinale
Utilisation traditionnelle (EMA, WHOQO)

Phytotherapy (ESCOP)

Publications scientifigues sur le curcuma

7 Pharmaceutiques, cosmétiques,
(PubMed, Key word : turmeric)

Nutraceutiques

°”° Deméthoxycurcumine
I Bis-deméthoxycurcumine

- Anti-inflammatoire = > Antioxydant e (.,

OCHa HaCO 0 N ‘Me . .
HOOH Dihydrocurcumine

- Anti-cancéreux - Anti-diabétique Curcumine
Tétrahydrocurcumine

Xu et al, 2018 ; Salehi et al, 2019 ; Trivedi et al, 2020 Représentation moléculaire de la curcumine et de certain dérivés
PubChem, NCBI 4

- Antibactérien -




Contexte réglementaire des compléments alimentaires =

efsam

EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY

Commission européenne

/ﬁ\

DGCCRF

Dirsction générale de la
6 18 eoremmEton ot e 1a ripression des raudes

Déclaration de mise sur le marche

0
\ Y4
anses
Dose maximale journaliere

Curcumine: 180 mg/j
Tétrahydrocurcumine: 140 mg/j
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Food and Drugs Act

Natural Health Products Regulations

Natural and Non-prescription Health Products
Directorate

Marketed Health Products Directorate

Health Products and Food Branch Inspectorate

Licences de produit et de
site de production




BioEcoAgro
—\F/
EEURABIOTECH

Pourquoi fermenter le curcuma ?

Bactéries lactiques- ' % 3.4 5 14
Aspergillus sp 6 7.8 910,15
Trichoderma sp. "

Rhizopus sp. % '3

1 Pianpumepong et a/, 2010, 2 Yong et al, 2023 ;3 Kim et a/. 2011 ; 4 Yong et a/, 2019 ;5 Singhal et a/, 2016 ; 6 Choi et al, 2013 ; 7 Kim et a/, 2014 ;

Antioxydant

1,2,6,7,11,12,13, 14

4l

Anti-inflammatoire

3,4,12,13

Probiotique
5

Hépato-protecteur

8,9 15

Anti-cancéreux

8 Kim et a/, 2014 ; 9 Kang et al, 2015 ; 10 Sulasiyah et a/, 2018 ; 11 Mohamed et a/, 2016 ; 12 Kim et a/. 2017 ; 13 Lim et al. 2022 ; 14 Lu et al. 2023 ; 15 Lee et al. 2022



Stratégie du projet

1) Caractérisation

Isolement & Identification

micro-organisms de C. longa

Molécules bioactives

2) Développement
du process de

fermentation

-

Essais de fermentation

3) Etude de bioactivités

f Y

Cytotoxicité

Effet anti-inflammatory

f Y

prereyr—ry
©0000000000 |
9727 [1686606000050
523 | 668000000000

030300, |

4
]
]

Effet Antioxydant

Etude In vivo
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4) Prototype

Simulation de la
digestion gastro-
intestinale

| Oral phase II

\

lGastn‘c Phase

\

(Minekus et al, 2014)
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1- Criteres de sélection des souches

Isolement ldentification

Souches bactériennes 60 Souches bactériennes

Méthodes biochimiques 16 Souches fongiques

- + biomoléculaires -
09 \k
X

Souches fongiques

Méthode Biomoléculaire
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1- Criteres de sélection des souches

- Concentration minimale d'inhibition (CMI)

Screening

60 Souches bactériennes

16 Souches fongiques
.

LY ST
o \]\ ey

Souches candidates

e — A S ——  —————— ;| p—

CMI de la curcumine contre une souche bactérienne (A) et une souche fongique (B) isolées du curcuma
# Curcumine : (1) 2 mg/ml; (2) 1 mg/ml; (3) 0,5 mg/ml: (4) 0,25 mg/ml; (5) 0,125 mg/ml ; (6) 0,062 mg/ml; (7) 0,031 mg/ml
Contréle Positif (CT +): (A) neomycin [30 pug/ml] / (B) cycloheximide [10 p/ml] ;

Controle DMSO (D) : DMSO 10% ; controle négatif (CT -): eau physiologique
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2) Développement du process de fermentation du curcuma

Poudre de

curcuma Lyophilisation

Incubation

v

[
»

Stérilisation dans
le matériel

Ajustement de / \
ité Analysis
m = | m la densité y
Incubation

(\ > 2 Contrdle de croissance : Biomasse
s @J '

g - Analyse des curcuminoides (HPLC)

- Tests antioxydants

@ - Tests anti-inflammatoires /
10

Inoculation de la souche Préculture
en milieu liquide
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3) Caractérisation des bioactivites

Q Etude de cytotoxicité

o - Cellules HepG2

4l

Hépato-protecteur

Tests colorimétriques

—> ABTS, DPPH, Cuprac, FRAP

1) Etude de cytotoxicité

2) Modele de barriere intestinale

- Cellules U937, Caco-2, HT—29—MT§



3) Mécanismes antioxydants

Antioxydants
Enzyme, Protéine

Oligo-éléments
Polyphénoles

¢

Peroxide

Hydrogen peroxide

Hydroxyl radical

Superoxide

0060

N\

W

Stress oxydant

S BioEcoAgro
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Mécanismes antioxydants

Transfert d’électron /Proton

« Captation d’ions Cu/Fe

Répercussions cellulaires du stress oxydant

Wang et al. 2021, Journal of Nanotechnologies

12



3) Effet antioxydant : 4 mecanismes differents  amsere

BioEcoAgro
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- Agroalimentaire/ Pharmaceutique

A B TS 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)

zz"ﬁ AO ‘CzHe.
s M _s N
— b — ¥ s N,
T f@ T
\ - NH s
C.Hs SOy \
CyHy S0,

ABTSe (ox.)

A =734 nm

ABTS (red.)

Transfert d’électron / Proton

DPPH 2.2-dipheny! 1-pycrilhydrazyl

Qo o () o
r~4—r~1~§i}>7m0z — H

. N—N N02
o ) o
DPPH (Ox.) DPPH (Red.)
Purple Yellow
A=517nm

- Biocontrole

CU PRAC Neocuproin (2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline)

2+

) AO

CUPRAC (ox.)
A =450 nm

CUPRAC (Red.)

+

Captation d’ions cuivreux / ferreux

FRAP TPTZ: ferric2,4,6-tripyridyl-s-triazine

?NQ(YO 0 9@@

S5 ST

Fe3+ -TPTZ Fe2+ -TPTZ

. A =593 nm

- Cosmeétique, pharmaceutique

13




3) Cascade de l'inflammation intestinale

Effet du curcuma fermenté

N TNF-a, IL-6
(Tham et a/ 2010)

N TNF-a, IL-6, PGE2, NF-«B
(Kim et al 2017)

N IL-8, IL-12, IL-23
(Wang et al. 2022)

EEURABIOTECH
: IBD
; .
Mucus L Loss of mucus layer
layer H
- T Epithelial
Intestinal | permeability
Epithelium _ & bacterial
' entry
; 7 TNF-a
- 7 IL-12
: 7IL-1B
Lamina— 7 IL-6
propria -
: _"V _ “ ' i
' Dysregulation Lamina
' o h o [ propnd
: -~ L) expansion
Muscularis 8 /\
mucosa _ E
: 1 Immune M 1 chemokines
g cell recruitment 2 and cytokines
: 7' IL-8,1L-6
Submucosa — | IFN-y, TNF-a
:" Innate Activated /o ) /= Regulatory B+ CD4+ Effector .
. immune cells * macrophage E;) Neutrophil @ T cell 1 T cell T cell ’. Bacteria

BioEcoAgro
—%,—
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3)Effet anti-Inflammatoire : Modéle de barriére intestinale

Caco-2 .

HT29-MTX (@

Différenciation

21
‘ Ensemencement
/oA Différenciation i
] PMA, 48h =@l
Sans PMA -3 j
U937 U937 différenciées
(monocytes) (macrophages)

¥ BioEcoAgro
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Pole Apical :
Caco-2/HT29-MTX

Pole Basolatéral :

U937 différenciées

15
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3)Effet anti-Inflammatoire : Modéle de barriére intestinale  =wasiores

Pole Apical :

coculture Caco-2/HT29-MTX F--—----_

T,
.
.
g
g
g
g
.
.
‘e .
S, .
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
0
.
.
.
.

Pole Apical : —
+ Echantillons 4h P

Q@O0
+ Lipopolysaccharides — @000
el Ie

Controle anti-inflammatoire : S —
Dexaméthasone / Indométacine

Pole Basolatéral :
U937 différenciées

~

Analyses

Cytokines = TNF-alpha, IL-10, IL-8

\Prostaglandine - PGE2 p L"Minex

16



-> Take-home Message

Confidentialité

des résultats

Autres souches potentielles

W - Sy
BEURABIOTECH %

Beaucoup de
meécanismes a éetudier

(bioactivités, fermentation)

17
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Contexte réglementaire des compléments alimentaires == &~ &

4 )

wefsam

Commission euro péenne EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY
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Food and Drugs Act

Natural Health Products Regulations

J

NOVEL FOODS

SO o
Mg AT “Aliments ou ingrédients dont la consommation
- el MHZZHM

était négligeable ou inexistante dans les pays de

. I'Union européenne avant le 15 mai 1997."

Curcumine, Curcuminoides
- Tout procédé qui améliore la solubilité ou la
biodisponibilité pourrait étre soumis au reglement

sur les nouveaux aliments.

“Les denrées alimentaires produites au moyen
de nouveaux procédés, qui n'ont pas
d'antéceédents d'utilisation slre en tant que
denrées alimentaires ou qui ont été modifiées

par manipulation génétique.”

19
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1- Criteres de sélection des souches

Screening Probiotique

60 souches bactériennes

16 souches fongiques

L \-
00 N =/
\ -
o*\‘ ,

K’l v/ \ / Food and Drugs Act \

n . ef
t10 - : eIsaM .
enta Commission eUropéenne  eurorean foob safery Aumhoky Natural Health Products Regulations
. 4l
Re9 _
W
anses DGCCRF NNHPD, MHPD, The Inspectorate
Souches candidates Allégation de santé autorisé Allégation de santé + Posologie

KPossibIe statut QPS (sécuritéy \ Licence obligatoire /
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HPLC analysis of turmeric powder

BMC
THC
N

omMc

Curcumine

BMC

Tr=3,7 min

DMC
Tr =4,2 min

oL

BioEcoAgro
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Curcumine
Tr =5 min

T L) T T 'I
6.0
min

Profil chromatographique de la poudre de curcuma et des standards (HPLC Shimadzu®, colonne PFP, détection-UV 420 nm).

Curcumine (Tr=5 min), BMC (Tr=3,7 min), DMC (Tr=4,2 min) et THC (Tr=3,2 min).

21
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