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Glossaire




Antifongique : substance qui tue les champignons ou les levures pathogéne ou qui inhibe leurs
croissances.

Anti-inflammation : Substance qui diminuer ’irritation, la plupart des anti-inflammatoire sont
aussi des antidouleur

Antioxydant : compose agissant a faible concentration comme inhibiteur de 1’action de 1’oxygéne
ou des radicaux oxygénés.

Antispasmodique : qui aide pour faire cesser les spasmes ou les contractions des muscles.
Antivirale : substance qui agit contre les virus.

Aromathérapie : est défini comme I’utilisation des huiles essentielles des plantes pour traiter les
maladies.

Aromatique : substance dont le gout est prononcée car il y a des huiles.
Hyperglycémie : glycémie trop élevée (taux du sucre dans le sang).
Hypoglycémie : diminution de la concentration de glucose dans le sang.

Inflammation : réaction localisée d’un tissu, consécutive a une agression. Une inflammation se
manifeste par quatre signes principaux : rougeur, chaleur, douleur, tuméfaction (gonflement).

Insecticides : Tue un certain nombre d’insectes. Généralement, les principes insecticides sont
contenus dans les essences volatiles.

(Edeéme : Accumulation anormale de liquide séreux dans les espaces intercellulaire du tissu
conjonctif.

Principe actif: molécule qui dans un médicament posséde un effet thérapeutique. Cette substance
est, la plupart du temps, en tres faible proportion dans le médicament par rapport aux excipients.
De nombreuses molécules ont une activité biologique, parfois bénéfique. Afin de tester leur
efficacité et en faire un principe actif, on effectue des tests d’abord théorique et ensuit sur ’homme
lors d’études cliniques.

(La rousses médicale 2003)

Résumé



Notre travail porte sur I’extraction de I’huile essentielle et la caractérisation de I’extrait aqueux
des graines de nigelle Nigella sativa et I’étude de leurs activités biologiques notamment
antimicrobiennes, hypoglycémiantes et anti-inflammatoire.

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par hydrodistillation, le rendement a été de
0.5%.

L’¢étude phytochimique de I’extrait aqueux des graines de la nigelle montre que ces derniers sont
constitués de plusieurs métabolites secondaires tels que les flavonoides, les tanins, les saponosides,
les alcaloides et les glucosides.

Nous avons tenté d’évaluer I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et 1’extrait aqueux
de la nigelle vis-a-vis six souches bactériennes de références par la méthode de diffusion des
disques. Les résultats obtenus montre que I’huile essentielle posséde un pouvoir antibactérien trés
intéressent sur Staphylococcus aureus (toute la surface), Bacillus subtilus (32 mm) et E.coli (19
mm). Concernant I’extrait aqueux, il a manifesté un pouvoir modérément inhibiteur par rapport a
I’huile essentielle sur les mémes souches. Alors qu’aucune activité n’a été signalée sur les souches
staphylococcus epidermidis, Pseudomonase aeruginosa et klebsiella pneumoniae pour I’ensemble
des extraits testés.

L’effet hypoglycémique de Nigella sativa a été confirmé sur des lapins rendus hyperglycémiques
par voie orale par surcharge de glucose (2 ml /kg de lapin) auquel I’administration, par gavage de
I’huile essentielle et 1’extrait aqueux (1 ml /kg), ont permis de constater apres 1’étude cinétique de la
glycémie entre T o et Tipo minutes par dosage au glucométre une réduction du taux de glucose
sanguin.

Notre étude avait pour but aussi d’évaluer I’activité anti-inflammatoire des graines de nigelle.
Les expériences ont été réalisées sur les pattes gauches des souris en mesurant 1’épaisseur des
cedémes induit par la carraghénine a 1%. Nous avons remarqué que 1’huile essentielle et I’extrait
aqueux de Nigella sativa ont marqué une bonne efficacité de réduction des cedémes avec un taux de
réduction de 7.40%.

Mots clé : Nigella sativa, huile essentielle, antimicrobienne, hypoglycémiant, anti-inflammatoire,
extrait aqueux, tests phytochimiques.

Summary



Our work focuses on the extraction of essential oil and characterization of the aqueous extract of
nigella seeds Nigella sativa and the study of their biological activities including antimicribiennes,
hypoglycemic and anti-inflammatory.

The extraction of essential oil was produced by steam distillation, the yield was 0.5 %.

The phytochemical study that the aqueous extract of nigella seeds, it also enabled us to highlight
some secondary metabolites at knowing of glucosides, the tanins, the flavnoides,the anthocyane and
saponosides.

We tried to evaluate the antimicrobial activity of the essential oil and aqueous extract of nigella
vis-a -vis six bacterial reference strains by disk diffusion method. The results showed that the
essential oil has antibacterial activity against Staphylococcus aureus very interested in the entire
area, Bacillus sybtillus (32 mm) and E. coli (19 mm) . Concerning aqueous extract, it showed an
average power compared to the essential oil of the same strains. While no activity was reported on
epidermidis strains, Pseudomonase aeruginosa and Klebsiella pneumoniae for all extracts tested.

The hypoglycemic effect the effect of Nigella sativa has been confirmed on rabbits rendered
hyperglycemic oral overload of glucose (2 ml / kg rabbit) which the administration by gavage of the
essential oil and aqueous extract (1 ml / kg), revealed after the kinetic study of glucose between TO
and T120 minutes dosing meter reduction in blood glucose.

Our study was designed to evaluate the anti -inflammatory activity of black seeds; experiments
were performed on the left legs of mice by measuring the thickness of edema induced by
carrageenan 1%. We noticed that the essential oil and aqueous extract of Nigella sativa have marked
a good effectiveness in reducing edema

Keywords: Nigella sativa, essential oil, etude phytochemical, antimicrobial, hypoglycemic, anti -
inflammatory, aqueous extract.
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Introduction



@epuis la nuit des temps les hommes ont su développer les extraordinaires vertus médicinales que
recélent les plantes, dont la connaissance et l'utilisation thérapeutique basée sur l'analyse et
I'observation s'appellent la phytothérapie (Dellile, 2007).

Les vertus thérapeutiques des plantes ont été expérimentées depuis lors et leurs précieuses
caractéristiques se sont transmises oralement de génération en génération ou consignées dans les
vieux ecrits. Les remedes de bonne réputation ont prévalu malgré le développement de la médecine
moderne qui est venue marginaliser le recours aux techniques médicales naturelles (Tchamdja,
1995).

En Algérie la phytothérapie est utilisée depuis toujours dans le secteur de la médecine
traditionnelle. Les pharmacopées régionales s’inspirent principalement de la médecine Arabe
classique et de I’expérience locale des populations en matiére de soins. Ces derni¢res années,
beaucoup de recherches se sont orientées vers la valorisation de la médecine traditionnelle en vue
de vérifier la slireté et I’efficacité des plantes utilisées et d’établir des régles scientifiques pour
I’'usage de ces plantes (Tchamdja, 1995).

D’apres les études statistiques, plus de 25% des médicament dans les pays développés dérivent
directement ou indirectement des plantes (Damintoti et al., 2005). Elles ont constitué la source
majeure des médicaments grice a la richesse de se qu’on appelle le métabolite secondaire (Fouché
et al., 2000).

Les plantes avec leur nombre illimité, constituent un réservoir immense de nouveaux composes
médicinaux potentiel, grace a ses molécules qui présentent I’avantage d’une grande diversité de
structure chimique et activités biologiques (Teuscher et al., 2005)

@armi les plantes médicinales les plus utilisées et qui ont suscité un grand intérét pour les pays
méditerranéens et asiatiques, on trouve Nigella sativa L.

La graine de nigelle (Nigella sativa L.) connue depuis 1’ Antiquité fut cultivée par les Egyptiens,
les Arabes, et les Indiens. Elle a été introduite par la suite dans plusieurs pays d’Europe et
d’Afrique. Les graines de nigelle produites a 1’échelle mondiale principalement par 1’Inde et le
Pakistan constituent une source importante d’huile végétale utilisée dans le domaine
pharmaceutique et médicinal (Abidi, 2002).

Le Prophete Mohamed (QSSL) a incité les croyants a son utilisation en insistant sur les bienfaits
de cette graine en tant que traitement médicinal “’contre tous les maux’’, ce qui a constitué une
tradition pour le monde musulman en se référant a cette graine et a son huile pour guérir un bon

nombre de maladies, de blessures, de briilures et pour pallier a certains problemes d’allaitement et
d’anémie (Aboul-Ela, 2002).

Cest dans ce contexte que notre travail a été orienté dont 1’objectif de ’extraction de huile
essentielle de I’espéce Nigella sativa, obtenu par hydrodistillation de type Clevenger, ainsi que
I’évaluation de 1’activité antimicrobienne, hypoglycémiante et anti-inflammatoire de cet huile
essentielle.



Chapitre 1 :
synthése
bibliographique



1.1 Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I’homme puisqu’il s’en sert pour se
nourrir, se soigner et parfois dans son rite religieux. L’utilisation des plantes médicinales comme
source de reméde pour se soigne ou prévenir des maladies est originaire des millénaire jusqu’a la
récente civilisation chinoise, indienne et du proche- orient. Elle est devenue certainement un art au
fil des siecles, la thérapeutique par les plantes s’est dissociée des pratique magiques pour devenir
empirique puis scientifique. Cela était évident au début du 19éme siécle qui marque la découverte
des alcaloides (la morphine, la strychnine, la quinine..). Dans les pays industrialisés, les recherches
dans le domaine des plantes médicinales durant les dernieres décennies. Néanmoins les substances
actives isolées constituent environ 25 % des préparations médicamenteuses (Benkiki, 2006).

La flore Algérienne est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne, Saharienne et une
flore Paléo Tropicale, estime a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques.
Ces espéces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable (15%) d’espéce
endémique. Ce qui a donné a la pharmacopeée traditionnelle une richesse inestimable. Les objectifs
fixés sont I’inventaire ainsi que 1’évaluation chimique et pharmaceutique des plantes médicinales
algériennes dans le double but de valoriser et de rationaliser leur usage traditionnel et d’isoler des
composés d’intérét thérapeutique potentiel (Benkiki, 2006).

I.1.1. Intérét des plantes médicinales en Algérie

Depuis des siecles, en Algérie comme dans tous les pays du Maghreb, les plantes médicinales
et aromatiques sont utilisées surtout dans les milieux ruraux par des personnes agées qui
connaissent encore certaines recettes de tisanes (Quezel et Santa, 1963).

Dans le Hoggar, et en ’absence de médecine, dans certaines contrées isolées, les Touaregs se
soignent avec les plantes médicinales et aromatiques dont ils connaissent le secret transmis de pere
en fils (Quezel et Santa, 1963).

De méme, en Kabylie lorsqu’il y a de la neige et que les routes sont coupées, les montagnards
utilisent des plantes médicinales et aromatiques pour se soigner. Comparé a d’autres pays aftricains,
notre pays a trés peu de tradi-praticiens reconnus et d’herboristes agrées (Quezel et Santa, 1963)

1.1.2 Principes actifs des plantes médicinales

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur I’organisme.
On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie; elles présentent en effet, des
avantages dont les médicaments sont dépourvus (Ticli, 1997), et parmi ces principes actifs on cite :

a. Flavonoides

IIs sont présents dans la plupart des plantes, ce sont des pigments polyphénoliques qui
contribuent, entre autres a colorer les fleurs et les fruits en jaune et en blanc. Ils ont un important
champ d’action et possédent de nombreuses vertus médicinales, antioxydant, ont également des
propriétés anti-inflammatoires et antivirales...etc (Iserin, 2001).



b. Tanins

Les tanins sont des substances constituées par un mélange de glucosides et d’acide gallique. On
les rencontre, en petite quantité, dans de tres nombreuses plantes (Verdrager, 1978). Elles sont
dotées de propriétés astringentes, cytostatiques et bactéricides (Ticli, 1997).

c. Alcaloides

Ce sont des substances azotées produites dans les plantes dont ’action sur I’homme et les
animaux est extraordinaire. Quelques milligrammes peuvent suffire pour provoquer de graves
intoxications. En revanche, lorsqu’elles sont bien dosées, elles deviennent des médicaments tout
aussi puissants (Ticli, 1997).

d. Phénols

I existe une trés grande variété de phénols, de composés simples comme 1’acide salicylique,
molécule donnant par synthese ’aspirine. Les phénols sont anti-inflammatoires et antiseptiques. Les
acides phénoliques, comme 1’acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et anti-
inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales (Iserin, 2001).

e. Anthocyanes

Les anthocyanes sont issus de I’hydrolyse des anthocyanides (flavonoides proches des flavones),
qui donnent aux fleurs et aux fruits leurs teintes bleue, rouge ou pourpre. Ces puissants
antioxydants nettoient 1’organisme des radicaux libres (Ticli, 1997).

f. Les huiles essentielles

Ce sont des produits odorants de composition chimigue complexe renferment des principes actifs
volatiles et contenus dans les végétaux (Cherpentier et al., 2008).

1.1.3 Formes de préparation des plantes médicinales

Le succes d’un traitement par les plantes médicinales dépend en bonne partie de leur
préparation (Fluck, 1977) .Voici quelques préparations simples, laissant de coté les préparations
complexes qui nécessitent des appareils spéciaux ou un sérieux tour de main : I’infusion, la
macération, la décoction, I’extrait, la teinture, le sirop, la poudre, les crémes (Lais, 2001). Parmi ces
formes de préparations ; on s’intéresse a la poudre.

1.1.3.1 La poudre
a. Définition

Les plantes séchées a ’ombre sont finement coupées puis pulvérisées dans un mortier. Ces
plantes simples ou en mélange sont vendues en sachets (infusettes) pour faire des tisanes. Certains
malades prennent la poudre de la plante directement sur la langue ou la mélangent a leurs aliments
(Schauenberg et Ferdinant, 2004).



Les poudres végeétales sont des preparations dans lesquelles les drogues végétales sont amenees
a un degré de division suffisant pour assurer leur homogénéité et pour faciliter leurs administrations
(Harlay, 2004).

b. Intérét

Les poudres végétales apportent une grande souplesse a ’utilisation thérapeutique des plantes,
permettant leur incorporation facile a toutes les formes galéniques seches (gélules, cachet)
(Duraffourd et Lapraz, 2002).

c. Avantages
Selon Duraffourd et Lapraz (2002), les avantages des poudres végétales sont :
e L’administration de la drogue relativement aisée.

e La manipulation simplifiée (possibilité de faire des mélanges, répartition volumétrique
simplifiée).

d. Conservation

Généralement la conservation des poudres végétales se fait dans des bocaux fermés, a 1’abri de
la lumiére (Duraffourd et Lapraz, 2002).

| .2. Généralité sur les huiles essentielles

L’étude des huiles essentielles est toujours d’une brillante actualité malgré son ancienneté et les
développements exponentiels des biotechnologies végétales. L’histoire de 1'aromathérapie naquit
qu’ avec les progrés de la science, de nouveaux principes actifs et de nouvelles propriétés
pharmacologiques ont permis de faire des plantes aromatiques et médicinales (PAM) d’authentiques
médicaments (Bruneton, 1999).

1.2.1 Définition

Le terme « huile », souligne le caractere visqueux hydrophobe de ces substances, le terme
« essentielle » est lié aux caractéristiques principales de la plante a travers ses exhalations
(Abrassat, 1988). Il s’agit de mélange de composés lipophiles, volatiles et souvent liquides
synthétisées et stockées dans certains tissus vegétaux spécialisés (Teuscher et al., 2005)

Les huiles essentielles sont des substances olfactives (Guignard, 1996), responsables de
I’odeur caractéristiques des plantes (Teuscher et al., 2005) qui sont appelées pour cette raison
« aromatiques » et couramment « plantes a essences » (Saidj, 2007).

D’apreés Valnet, (1970), on peut retirer les huiles essentielles des végétaux, soit par distillation
a la vapeur d’eau, soit par expression, soit par incision du végétal, soit encore par enfleurage...



1.2.2. Localisation

La synthése et ’accumulation des huiles essentielles se fait dans des structures histologiques
sécrétrices spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante ou dans les
tissus végétaux. (Bruneton, 1999, Price et al., 1999)

La synthese des huile essentielles se fait dans
¢+ Des cellules sécrétrices isolées (cas des Lauraceae)
% Poils sécréteurs des Lamiaceae
% Les poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae

¢+ Les canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae

1.2.3 Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les essences produites par les différentes espéces de plantes, varient dans leurs caractéristiques
physico-chimiques selon certains facteurs ex : les régions et les climats, 1’époque et le moyen de la
récolte (Salle, 1991) :

0,

¢ A température ambiante, elles sont liquides alors qu’elles sont volatiles, a température
¢élevées, c’est leur volatilité qui les distingue des huiles fixes telle que ’huile d’olives.

¢ L’indice de réfraction est généralement élevé et la plus part dévient la lumicre polarisée
(Bruneton, 1999).

% Elles sont tres solubles dans les solvants organiques (alcool, éther).
% Pouvoir intense de diffusion et de pénétration.
¢ Elles sont tres peu solubles dans 1’eau.

% Elles ont une densité inférieur a celle de I’eau (d < 1), (les huiles essentielles de girofle ou
de cannelle, constituent des exceptions) (Desmares et al., 2008)

1.2.4 Composition chimique des huiles essentielles

Une huile essentielle peut contenir de 20 a 60 éléments biochimiques différents. On peut
déterminer sa composition par la chromatographie en phase gazeuse.

Les principales composantes sont : les terpenes et terpénoides et les constituants aromatiques
(Bakkali et al ., 2008).

a. les térpénoides : qui est représenté par :

%+ Monoterpénes et dérivés: des carbures monoterpéniques, acycliques ou cycliques, des
aldéhydes et des alcools monoterpéniques, des cétones et des époxydes monoterpeniques.



% Les sesquiterpéniques et leurs dérivés : des hydrocarbures sesquiterpéniques, des alcools,
de cétones et des époxydes sesquiterpéniques (Bakkali et al., 2008).

b. Les composés aromatiques

Ce sont des dérives du phenylpropane, ils comprennent (Bakkali et al., 2008)

*

Les Aldéhydes : cinnamaldéhyde

0

*

Les Alcool : alcool cinnamique.

0

X/
°e

Les phénols : eugénol.

X4

Les dérivés Mothoxy : anethole, estragole, Methyleugenols.

L)

A X4

Les composes dioxyMethylene : apiole, myristicine
1.2.5 Conservation des huiles essentielles

Elles se présentent et se conservent dans des flacons de verre fumé, fermés par un bouchon bien
hermétique, ce qui les préservent de la lumiere et de 1’aire pour éviter leur oxydation (a 1’aire) et
leur polymérisation (a la lumiére).Elles se conservent a une température ambiante varie entre 3 C°
et 4 C°. Les huiles essentielles se conservent entre 12 et 18 mois apres leur fabrication. Avec le
temps leurs propriétés diminuent et deviennent alors inactives (Salle, 1991).

1.2.6 Les propriétés thérapeutiques et domaines d’utilisation des huiles
essentielles

Selon Hammer et al., (1999), la richesse des huiles essentielles en composés biologiquement
actifs leur permettre d’étre quasiment utilisées dans tous les domaines.

Les H.E. possédent de nombreuses propriétés thérapeutiques tel que : antibactérienne (Hammer
et al., 1999), antifongique, antioxydant (Kordali et al., 2005) et insecticides (Yang et al., 2005).

Gréce a leurs pouvoirs curatifs : Spasmolytique (Gilani et al., 2009), antispasmodique (Gilani
et al., 2008), anticancer (Sylvestre et al ; 2006), anti-inflammatoire, anti-ulcere (Dordevic et al.,
2007), antivirale (Schnitzler et al.,2007)...etc., les huiles essentielles sont utilisées pour le
traitement ou la prévention contre la plus part des maladies de I’homme.

Elles sont actuellement employées comme ardmes alimentaires et peuvent servir en méme
temps comme agents de conservation des aliments grace a leur effet antimicrobien, et ce d’autant
plus qu’elles sont reconnues comme saines (Gaillet et Lacroix, 2007). Les huiles essentielles
peuvent étre utilisées comme additifs alimentaires (Daba et al., 2008).

Selon Alessendra et Buronzo,( 2008), les huiles essentielles aussi sont largement utilisées
dans la fabrication des produits cosmétiques tel que les parfums, savons, lotions et pommade de
soins....etc.



1.2.7 Mode d’utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent s’utiliser par différents voies (Willem, 2004).

L)

1.2.8

En usage interne

Par voie orale (ou buccale), les H.E ne doivent pas étre utilisées pures car elles peuvent
provoquer des brdlures digestives.

Par voie rectale sous forme de suppositoires

Par voie vaginale sous forme d’ovules.

En usage externe

La voie cutanée est la voie la plus fréquemment utilisée car ¢’est la moins toxique et elle
permet une pénétration facile et rapide des H.E a travers la peau puis la circulation générale
arrivant aux organes ou elles vont exercer leur activité

L’H.E peut également étre prise par inhalation par ajout de quelques gouttes d’huile
essentielle dans un bol d’eau chaude et de respirer les vapeurs ou en déposant quelques
gouttes sur un mouchoir propre que 1’on respirera.

La toxicité des huiles essentielles

Plusieurs expérimentations ont ét€ menées en vue d’évaluer le risque que représente 1’emploi
des H.E, cependant on trouve mentionnées :

a. Latoxicité par ingestion

Les Huiles Essentielles sont des substances trés puissantes et trés actives, c’est la puissance
concentrée de la plante aromatique, il ne faut donc jamais exagérer les doses, quel que soit la voie
d’absorption, car toute substance est potentiellement toxique a dose €levée ou répétée.

Selon Teuscher et al., (2005), L’huile essentielle peut entrainer I’irritation ou méme ulcération
des tissus ; au niveau des muqueuses digestives. Le produit naturel pur ingéré par voie buccal peut
donc se révéler comme un agent d’agression.

b. La toxicité dermique

Les larges usages que font la parfumerie et la cosmétique de ces huiles essentielles, a suscité de
nombreux travaux sur leur éventuelle toxicité par application locale (Bruneton ,1999).



1.3. Géneralité sur la plante « Nigella sativa L.»

La nigelle est traditionnellement connue dans les pays du Moyen Orient grace a ses puissantes
qualités de guérison pour de nombreuses affections. Elle a été utilisée depuis des milliers d'années
au Moyen-Orient ainsi que des ports d'Afrique et d'Asie et est désormais bien connue dans le monde
entier (Anonyme, 2009).

1.3.1 Historique

La nigelle est connue depuis ’antiquité. Les Egyptiens en faisaient usage (ses graines ont été
découvertes dans la tombe de Tout Ankh Amon). Le médecin grec Dioscorides, la préconisait
contre les céphalées, les douleurs dentaire et abdominales et pour combattre 1’écoulement nasal
(Baba Aissa, 2011).

Les Romains qui avaient connaissances de la nigelle, ou « coriandre grecque » la considéraient
comme complément alimentaire (Ghedira, 2006).

Chez les Grecs anciens (Hippocrate et Galien), la nigelle était considérée comme un remede
précieux dans les traitements des affections hépatiques et digestives (Ghedira, 2006).

Dans la bible, Nigella sativa est identifiee comme étant « le cumin noir curatif ».Par ailleurs,
et pour I’école arabe de médecine, notamment pour Avicenne, auteur de canon de la médecine,
Nigella sativa est un stimulant de 1’énergie de I’organisme et aide a la récupération en cas de
fatigue ou d’abattement.

Boukhari, auteur d’Al-tibb al-nabawi cite le prophéte (QSSL) « soignez-vous en utilisant la
graine de nigelle ¢’est un reméde contre tous les maux a I’exception de la mort » (Ghedira, 2006).

1.3.2 Etymologie et nom vernaculaires

Selon Couplan (2006), le terme nigelle est emprunté au bas latin nigella, féminin substantivé
du latin nigellus « noiratre », dérivé diminutif de niger « noir », d'aprés la couleur des graines. Le
nom d'espéce sativa vient du latin et signifie « cultivé».

D’aprés Abbara,(2011), la nigelle est connu sous les noms vernaculaires suivant :

> En Algérie al-sdnoudj " z sl ", en Tunisie.sinouj " z sl "
> Au Moyen-Orient : al-habba al-saouda " ¢l sl 4211 ™ (1a graine noire) ; habat al-
baraka " 4S_ul :a " (la graine bénie- la semence de bénédiction) ; le cumin noir "
251 ¢ 58 M - al-karaway al-saouda’, al-kamoun al-ak-hal " Jas¥) ¢ saSli ™ 2 40 <))
slagudl ™ s al-shouniz " sl " al-samira ™ | send) .
> Yemen : al-gahta " #asdll " ; al-bashma " dedall ™
> En Libye : al-kamoun " o511 ",
> En Egypte : “habbat al-baraka” (la graine bénie).
e En Francais : nigelle cultivée ; nigelle des jardins ; nigelle de Créte ; nielle ; nielle du
Levant ; nielle romaine ; cumin noir ; faux cumin ; quatre-épice ; tout-épice ; poivrette ;
sésame noir.



e En Anglais : black seed, black cumin, back caraway, fennel flower, nutmeg flower, Roman
coriander.
« En Latin : Nigella sativa ; Nigella cretica ; Nigella truncata.

1.3.3. Introduction sur la famille des Ranunculaceae

C’est en effet une vaste famille, avec environ 24000 espéces regroupées actuellement en plus
de 60 genres, les plus importants sont Ranunculus avec3 400 especes.

Le genre de nigelle compte quelque quinze especes annuelles de la famille des renonculacées
ayant une longue histoire dans la tradition de la médecine populaire (Geoff et al ., 2006).

Plantes généralement herbacées, un rhizome ou des racines tubérifiées mais parfois annuelle.
Les feuilles sont isolées, souvent découpées, fleurs a réceptacle convexe allongé, les piéces florales
sont disposées en verticilles ou spiralées. Le calice est souvent pétaloide, la corolle comporte 5
pétales, ou bien est nulle, ou parfois remplacée par des nectaires. Les étamines sont nombreuses, les
carpelles en nombre variable, libres entre eux. Le fruit est un akéne ou un follicule, I’albumen est
abondant (Paris et Moyse, 1981).

Selon Michel (2010), les Ranunculaceae sont réparties surtout dans les régions tempérées et
froides de I’hémisphére nord.

D’aprés Guignard (2001) et Mahboubi (2013), Nigelle sativa L. appartient :
> Regne : plantae

Embranchement : Spermaphyte.
Sous-embranchement : Angiosperme
Classe : Dicotylédone

Ordre : Renonculales

Famille : Ranonculacées

Genre : Nigella

vV VvV VvV ¥V VYV V VY

Espéce : Nigella sativa L.

Selon la classification moléculaire et cladistique, la systématique phylogénétique APG Il
version 2009, basée sur deux genes chloroplastiques et un gene nucléaire du ribosome :

Le genre Nigella appartient aux Angiospermes, au clade des Dicotylédones vraies ou
Eudicotylédones, a I’ordre des Ranunculales, a la famille des Ranunculaceae et a la sous famille des
Ranunculoideae (Chase et Reveal, 2009).



1.3.4 Description de la plante « Nigella sativa »

Nigella sativa L. est une plante herbacée, annuelle, a tige dressée, cotelée, anguleuse et rameuse
d’une soixantaine de centimetres de hauteur, portent des feuilles fine, pennées d’aspect plumeux et
de couleur gris-vert (Mokkedem ,2004 ; Teuscher et al ., 2005 ; Wolfgang, 2008). Les fleurs
sont solitaires et terminales, bisexuées, radiales, tres riches en nectar, en forme étoilées (figure 2)
(Mokkedem ,2004).

La plante est hermaphrodite a reproduction autonome dont le fruit est une capsule formée de 3 a
6 carpelles soudés entre eux jusqu’a la base des styles persistants, Chaque capsule contient plusieurs
graines triangulaires blanchatres et a maturité, elles s’ouvrent et I'exposition des graines a l'air les
rend noire (Teuscher et al .,2005; Laurent, 2007) (figure 3). Ses graines sont oblongues,
anguleuses, irrégulierement trigones de 1.5mm de long, sur 1mm de large. Son odeur est tres
caractéristique, sa saveur est agréable et un peu amere (Dellile, 2007) (figure 4).

Fleur

Feuille

Tige

Racine
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Figure 1 : Aspect morphologique de la plante entiere de Nigella sativa (Goblin, 2006)



Figure 3 : la capsule de Nigella sativa (Pasha, 2008)

-

Figure 4: la graine de Nigella sativa (Anonyme, 2009)
1.3.5 La distribution géographique de la nigelle

e Dansle monde :

La graine de Nigelle est une plante qui pousse une fois par an et qui est considérée comme une
plante indigene de la Méditerranée mais qui a été cultivée dans d’autres régions du monde comme
en Arabie Saoudite, en Inde, en Syrie, en Afrique du Nord et dans certaines régions d’Asie

(Avenzoar, 2012).



Figure 5: la distribution de Nigella sativa (Anonyme, 2007)

e En Algérie :

La nigelle est cultivée un peu partout en Algérie (Belouad, 2005). Les régions de la
Mitidja et du Sahel en sec, ainsi que les régions d’ Adrar, de Touggourt et I’Oranais en
irrigué lui conviennent bien (Mokkedem ,2004)

1.3.6. Culture de la nigelle

La plante est trés peu exigeante et pousse sur des terrains argileux ou sablonneux, dans des
endroits chauds et peu humides.

Les graines sont semées en général au printemps, elles commencent leur germination dans les
trois a quatre semaines. Apres environ six mois de croissance végétative, la floraison apparait et les
graines continuent leur maturation pendant un bon mois encore. Des le jaunissement des feuilles, le
brunissement des follicules, la récolte peut étre faite a I’automne pour séchage a I’ombre (Teuscher
etal ., 2005).

1.3.7. Composition chimique

En raison de leur large domaine d’usage médicinal, les graines de Nigella sativa ont fait 1’objet
de plusieurs études phytochimiques intensives dans le but d’identifier ses principes actifs. Ces
études ont révélé que ces graines sont trés riches en plusieurs constituants tant de métabolites
secondaires que primaires, dont la teneur varie selon les conditions géographiques et climatiques,
ainsi que les méthodes d’études (extraction et détection).

a. L’huile fixe

Représente 37,9-39,2% du poids de la graine. Elle est constituée principalement de lipides neutres
96,1%-97,2%, de lipides polaires 3% et de phospholipides 0,32-1,05% (Ramadan et Mdrsel,
2002).



b. Huile essentielle

Représente entre 1,4-1,9% du poids de I’huile fixe et 0,18 a 0,50% du poids des graines
(Benkaci-Ali et al., 2006). L’analyse de cette huile par GC-MS réalisée par Burits et Bucar
(2000), a permis d’identifier 32 composants, dont la majorité d’entre eux sont des monoterpénes :
P- cyméne (teneur = 38%), thymoquinone (=30%), a- pinéne ( 5 a 14 %), B — pinéne (= 5%) et
limonéne (= 4 %).D’autre travaux précisent que le limonéne ( = 60 %) et I’ & —thuyéne (= 15 % )
sont les principaux constituants de 1’huile essentielle et qu’ils sont accompagnés d’ a- pinene, de y-
terinene, de sabinéne et de benzoate de méthyle ; pour d’autres auteurs , il s’agirait de P- cymene
(= 77 %), d’acétate de cirtronellyle (5 %), de carvone (4 %) et de limonéne (4 %).

c. Lipide

Représentent entre 30 a 35 % du poids de la graine ; les acides formant des triglycérides sont
constitués de 50 a 60 % d’acide linoléique, 18 a 25 % d’acide oléique, 10 a 15 % d’acide
palmitique, 3 a 4 % d’acide stéarique, 2 a 3 % d’acide eicosadiénique ; ces acides majoritaires sont
accompagnés de petites quantités d’acide myristique, palmitoléique, stéarique, a-linolénique,
arachinique, eicosénique et eicosapentadiénique.

d. Polyphénols et flavonoides

Les flavonoides sont des composés aromatiques dont la biosynthése constitue I’'un des processus
fondamentaux de la phytochimie. Ils font partie de ce que 1’on appelle les composés phénoliques.
Les flavonoides sont des substances généralement colorées trés répandues chez les végétaux. Les
Renonculacées sont un groupe riche en flavonols et en flavones.

En 1997, trois nouveaux flavonoides triglycosylées (figure 6) ont été isolés a partir des graines
de N. sativa et leurs structures ont été déterminees (Merfort et al., 1997):

1. quercétine 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside
2. keempférol 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside

3. quercétine 3-(6-feruloglucosyl) (1—2) galactosyl (1—2) glucoside.

R
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3 OH DR fOH

Figure 6: Structure chimique des trois flavonoides isolés de N.S (Merfort et al.,1997).



e. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances présentant un caractére alcalin, contenant de 1’azote, le plus
souvent inclus dans un hétérocycle. Les alcaloides ont, pour la plupart, des actions physiologiques
et thérapeutiques a faibles doses. lls deviennent cependant trés toxiques a fortes doses.

Les plus importants alcaloides de N. sativa (figure 7) ont été isolés a partir des graines entre
1985 et 1995 :

% Nigellicine, a noyau indazole (Atta-ur-Rahman et al., 1985b)

X4

Nigellimine, une isoquinoléine (Atta-ur-Rahman et Zaman,1992)
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NigellimineN-oxyde, derive N-oxyde de la nigellimine (Atta-ur-Rahman et al., 1985a)

°

Nigellidine, également un indazole (Atta-ur-Rahman et al., 1995)

CH3O\L/:.;\\ P CH_ O e /1:_\'
LT I
— ~ _
CcH_ O T s CHLO — L
CH, CH
Nigelliminee Nigellimine MN-oxide
HQ
(f‘::: coos P
\:77’/ @ };‘-,, J%\.\_
L £S5 ] d]l/ -
P I | /:l\ (\ Pl —= Ty
<M —= TcH, —
Nigellidine Nigellicine

Figure 7: Structure chimique des principaux alcaloides de N.S (Atta-ur-Rahman et al.,1995)
f. Les protéines

Les graines de Nigella sativa sont trés riches en protéines (environ 20 %), avec dominance
d’acide glutamique (22,4%), d’acide aspartique (10,05%) et d’arginine (9,18%) (AL-gaby, 1998)

g. Les vitamines et sels minéraux

La composition en vitamines a €té déterminée et révéle la présence des vitamines A, B1, B2,
B6, PP et de I’acide folique (Nergir et Otles., 2003)

Les tocophérols totaux constituent 0,05% de I’huile, et sont constitués majoritairement de 1’a-
tocophérol (48%) et du y-tocophérol (28%). D’autres vitamines liposolubles comme le B-caroténe
(0,05%) et la vitamine K1 (0,1%).

Des travaux sur la composition minérale de la graine de Nigella sativa ont rapporté que sa
teneur en potassium est importante (1,18 % de poids total de la graine) et que le calcium, le fer, le
sodium représentent 0,188 ; 0,0575 et 0,0853 % respectivement (Nergiz et Otles., 2003).

La teneur des graines en sélénium a été également déterminée, elle représente 0,27 a 0,54
mg/kg de graines (AL-Saleh et al., 2006)



1.3.8. Propriétés thérapeutiques de Nigella sativa

Durant les vingt derniéres années, plusieurs travaux ont porté¢ sur 1’étude de Nigella sativa,
notamment sur les effets dus aux extraits de la graine de cette espéce ainsi qu’aux principaux
constituants (notamment la thymoquinone) sur divers systémes in vivo et in vitro. Ces travaux ont
ressorti plusieurs effets de grande importance pour la medecine moderne, parmi ces effets on
souligne les plus importants :

a. Propriétés antibactériennes

L’huile essentielle de N. sativa a inhibé la croissance des bactéries Gram positif et négatif dans
une étude realisée sur plusieurs bactéries, sauf certaines souches de Pseudomonas aeruginosa. Les
composés phénoliques présents dans 1’huile seraient responsables de cet effet antibactérien
(Toparslan, 2012)

Une étude in vitro par la méthode de diffusion sur disque a mis en évidence la forte activite
inhibitrice de I’huile essentielle diluée au centiéme contre plusieurs bactéries dont Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi et Vibrio cholerae, avec une plus forte action sur les
bactéries Gram(+) (Toparslan, 2012).

b. Propriétés antifongiques

Les différents extraits étudiés sur les bactéries ont également été utilisés pour déterminer
I’activité antifongique. L’essai de I’huile essentielle diluée au centieme par la méthode de diffusion
sur disque, cité précédemment, a été réalisé sur des champignons du genre Aspergillus et
Microsporum. L’effet antifongique de I’huile essentielle de nigelle a été observé au méme titre que
I’effet antibactérien (Toparslan, 2012).

d. Propriétés antidiabétiques

La nigelle inhibe 1’absorption de glucose par I’intestin et régule le poids, en méme temps. Elle
sera intéressante pour compléter un traitement contre 1’insulino-résistance (Saidi, 2012).

Sur des lapins hyperglycémiques et normaux, I’huile essentielle de nigelle a été injectée par
voie intra-péritonéale a une dose de 50 mg/kg. Quatre a six heures aprés administration, une
diminution de la glycémie a été observée (15-23%). L’amélioration de la glycémie n’étant pas
accompagnée de modification de I’insulinémie, cet effet de la nigelle serait indépendant des
mécanismes insuliniques (AL-Hader et al., 1993).

e. Autre propriétés

La recherche réalise par le laboratoire de recherche immunobiologique contre le cancer de
Caroline du Sud a révélé que I’huile de nigelle (le graines de nigelle) aide généralement a la
stimulation de production de la moelle osseuse ainsi que deétruit les cellules cancéreuse et augmente
le nombre d’anticorps (Khanom , 2012).



Grace a I’un de ses composants, la nigellone, qui offre a la fois des propriétés antispasmodiques
et de broncho-dilatation, la graine de nigelle est un reméde puissant contre les maladies respiratoires
( Khanom , 2012).

La graine de nigelle est un antioxydant qui aide le corps a se nettoyer de ses toxines (Khanom ,
2012).

Nawaz et al, (2011) démontent que D’administration de thymoquinone réduit
significativement les symptomes oculaires de la conjonctivite allergique.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nawaz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21604966

Chapitre 11 :
Matériel et
Méthodes



Notre travail consiste a ’extraction de huile essentielle, la caractérisation de 1’extrait aqueux
de la graine de nigelle «Nigella sativa» et a déterminer leur effet antimicrobien et
pharmacotoxicologique.

L’extraction de I’huile essentielle a partir des graines de nigelle a été réalisée au laboratoire de
chimie de I’universitt SAAD DAHLEB de Blida. La caractérisation phytochimique, I’activité
antimicrobienne et I’effet pharmacotoxicologique ont été effectués au niveau des laboratoires de
physicochimie, de microbiologie, de pharmacotoxicologie du groupe pharmaceutique
ANTIBIOCAL SAIDAL de Médéa, durant une période d’un mois.

I1.1 Matériel
I1.1.1Matériel biologique

11.1.1.1 Matériel végetal

Dans notre étude, nous avons utilisé les graines de nigelle « Nigella sativa ». Ces graines ont
été achetées, sous forme séchées, chez un herboriste de la Wilaya de Blida. Elles sont originaires
d’Ain Ouelman, wilaya de Sétif. Les graines ont été récupérées dans un sac propre pour servir
ultérieurement a 1’extraction.

11.1.1.2 Les souches microbiennes

Pour mettre en évidence le caractére antimicrobien de 1’huile essentielle et de 1’extrait aqueux,
nous avons utilisé des bactéries fournies par le laboratoire de microbiologies du groupe Antibiotical
SAIDAL de Médéa, il s’agit de six souches de références (tableau 1).

Tableau 1: les caractéristiques des souches microbiennes utilisées

Les souches bactériennes Gram ATCC
Escherichia coli - 10536
Bacillus subtilis + 6633

Staphylococcus aureus I 6538
Staphylococcus epidermidis + 12228
Pseudomonase aeruginosa - 9027
klebsiella pneumoniae - 1803

11.1.1.3 Matériel animal

Pour la réalisation de notre expérimentation, nous avons utilisé des animaux de laboratoire qui
ont été élevés au niveau du laboratoire de pharmacotoxicologie, unité animalerie du complexe
Antibiotical SAIDAL de Médéa a savoir:



v' Des souris de race Swiss albinos, souche NMRI (Naval Médical Institue, Bethesda,
Maryland, USA), d’un poids moyen de 24 g, ils sont gardées a l‘animaleric a une
température ambiante variant entre 25 et 30 C° avec 10 heures d’éclairage par jour et 70 %
d’hygrométrie. ils sont nourris avec des granulés composes de 49% de glucide, 23.5 % de
protéine et 5.7% de complexe minérale vitaminé et I’eau du robinet.

v Des lapins de race albinos, Ces animaux sont répartis en lots dans des cages en inox. lls
sont gardés a 1’animalerie a une température ambiante variant entre 25 et 30°C avec 10
heures d’éclairage par jour et 70% d’hygrométrie. 1S sont nourris avec des granulés
alimentaires rationnés a 150 g par jour et par lapin et de ’eau du robinet.

11.1.1.4 Matériel non biologique

Le matériel utilisé au laboratoire (Appareillages, la verrerie et les réactifs) est présenté en Annexe
1.

11.2 Méthodes

11.2.1 Préparation de la poudre

Pour soumettre la graine de nigelle « Nigella sativa » a une série d’analyse, une élimination de
toute substance étrangére a la graine est réalisé (poivre noire, cumin, graine de blé ...etc.)

11.2.1.1 Broyage

Aprés élimination des substances étrangeres, les graines de Nigella sativa ont été broyées par un
mixeur électrique.

11.2.1.2 Tamisage

La poudre subit un tamisage a 1’aide d’un tamis dont les mailles sont de 1000 mp pour
séparer les particules trop grossieres (Le hir, 1983).

11.2.1.3 Conservation

La poudre a été conservée dans des boites fermées en plastique a I’abri de la lumicre et de
I’humidité avant son utilisation. (Figure 8)



Figure 8 : la poudre de la nigelle (originale, 2013)

I1 .2.2 Préparation de I’infusé (Extrait aqueux) a 10%

L’extraction des principes actifs contenus dans les graines de la nigelle est réalisée par infusion
dans I’eau distillée. A cet effet 100 ml d’cau distillée sont portée a ébullition sur une plaque
chauffante. Apres ébullition, 1’eau est versée sur 10 g de poudre végeétal puis la préparation subit
une filtration aprés 15 a 20 min d’infusion (figure 9).

Figure 9 : ’extrait aqueux des graines de Nigella sativa (originale, 2013)

11.2.3 Etude phytochimique (Screening chimiques) de certains métabolites
secondaires de Nigella sativa L.

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques simples permettant d’orienter
rapidement vers I’étude détaillé de quelques types de constituants chimiques. Ces tests permettent
de connaitre la constitution en métabolites secondaires de Nigella sativa. Ils sont réalisés soit sur la
poudre de la Nigelle soit sur I’infusé (Négué, 2003).



11.2.3.1 Révélation des métabolites secondaires

La mise en évidence de quelques constituants chimiques a été réalisée selon les tests décrie par
Gherib (1988)

» Les glucosides

Quelques gouttes d’acide sulfurique concentré H,SO, @ 96% sont ajoutées a 2 g de poudre. En
présence des glucosides, la masse se colore en rouge brique.

> Les tanins

Dans un tube a essai 1 ml d’une solution aqueuse diluée de FeCl3 a 3% a été ajoutée a 1 ml de
I’infusé. En présence des tanins, une coloration verdatre ou bleu noiratre se développe.

» Les Coumarine

Faire bouillir a reflux 2g de poudre dans 20ml d’alcool éthylique pendant 15min puis filtrer.
10 gouttes de la solution alcoolique KOH a 10% et quelque goutte d’Hcl a 10% sont rajoutées a
5ml du filtrat. Coloration rouge indique la présence des coumarines.

> Les Terpenes

5 ml d’extrait de 10% sont mélangés avec 5 ml d’acide phosphomolybdique et 5 ml d’acide
sulfurique concentré (96%) (H,SO,). L’obtention d’une couleur bleue indique la présence des
terpénes.

» L’anthocyanine

5 ml d’extrait de 10% sont mélangé avec 4 ml d’hydroxyle d’ammoniac (NH4OH) concentré
(30%). L’apparition d’une coloration rouge indique la présence des anthocyanine

» Leuco anthocyane

2 g de poudre sont portés au bain marie bouillant pendent quelque minutes dans 20 ml de mélange
de propanol / acide chlorhydrique (1/1).Une coloration rouge se développe en présence des leuco
anthocyane.

> Les saponosides

Quelques gouttes d’une solution saturée d’acétate de plomb ont été ajouté a 2 ml d’infusé.
La formation d’un précipite blanc indique la présence de saponosides.



> Les Alcaloides

3 ml d’acide sulfurique concentré (96%) (H2S04) et 5 ml d’une solution d’iodo mercurate de
potassium (réactif de valser Mayer) ont été ajouté a Sml d’infusé de 10 %, 1’apparition d’une
coloration blanc creme, indique la présence des alcaloides.

> Les Flavonoides

Dans un tube a essai contenant 5 ml de I’infusé et 5 ml d’alcool chlorhydrique (éthanol a 95%,
eau distillée, Hcl concentré a parties égales en volumes), quelques copeaux de magnésium et 1 ml
d’alcool isomylique sont ajoutées. La réaction donne une coloration rouge en présence des
flavonoides.

> Les Quinones

29 de poudre végétal humectés par 2ml d’acide chlorhydrique N, sont mis en contact pendant 3
heures dans 20ml de chloroforme, puis sont filtrés. Le filtrat est agité avec 5ml d’ammoniaque
(1/2). La formation d’une coloration rouge indique la présence des quinones.

11.2.4 Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

L’extraction des huiles essentielles de la nigelle a été réalisée a 1’aide d’un hydrodistillateur de
type Clevenger, selon le protocole décrit par Kacem et Meraihi (2006). Il est constitué : d’un
chauffe ballon, dont on introduit 1le matériel végétal et de I’eau distillée, d’une colonne de
condensation de la vapeur (réfrigérant) qui vient de 1’échauffement de ballon , d’une ampoule a
décanter qui recoit les extraits de la distillation et d’un thermométre pour contréler la température et
éviter le surchauffage (figure 10)

Figure 10 : Appareil d’hydrodistillation de type Clevenger (originale, 2013).



11.2.4.1 Mode opératoire

Dans un ballon de 2 litre, 200 g de poudre ont été introduite conjointement avec 1 litre et demi
d’eau distillé. L’ensemble est porté a ébullition, apres I’apparition de la premicre goutte de distillat
a la sortie du tube de condensation de la vapeur, I’huile essentielle est alors entrainée par la vapeur
d’cau. Elle est ensuite condensée en passant par le condensateur qui est fixé par un support
approprié en position inclinée pour faciliter 1'écoulement du distillat. Le temps de cette extraction
est d’environ six heures.

Le distillat est recueilli dans le tube gradué qui se termine par une ampoule, cette derniére est
munie a la base d’un robinet a partir duquel on pourra récupérer notre fraction d’huile essentielle,
tandis que la fraction aqueuse retourne automatiquement dans le ballon générateur de vapeur. Donc
la séparation des deux phases non miscibles se fait dans 1’appareil en méme temps que la
distillation. Pour 1’obtention d’une quantité suffisante de I’huile essentielle plusieurs extractions ont
été réalisées.

11.2.4.2 Conservation de I’huile essentielle obtenue

La conservation de I’huile essentielle exige certaines précautions indispensables (Burt,
2004).L’huile essentielle obtenue est conservé a une température voisine de 4C°, dans un flacon en
verre brun fermé hermétiquement a 1’abri de I’air et de la lumiére jusqu’a son utilisation.

11.2.4.3 Détermination du rendement

Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenu apres ’extraction (M) et la masse de la matiére végétale utilisée (Mo)
séche ou humide (Carré, 1953).

Le rendement RHE est toujours exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

RHE (%) = (poids de I’huile en g / poids de la plante en g) x 100

11.2.5 Caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle et de I’extrait
aqueux

L’huile essentielle et I’extrait aqueux sont connus par leurs caractéristiques organoleptiques telles
que P’odeur, la couleur et 1’aspect. Ces derniers dépendent des produits que constituent 1’huile
essentielle et 1’extrait aqueux.

11.2.6 Les activités biologiques de I’huile essentielle et de I’extrait aqueux

Ces tests biologiques consistent a prouver les effets thérapeutiques de la plante étudiée a savoir
I’activité antimicrobienne, hypoglycémiante et anti-inflammatoire des graines de « Nigella sativa
L. ».



11.2.6.1 Evaluation de I’activité antimicrobienne
a. But et principe

Le but repose sur I’évaluation de 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et de 1’extrait
aqueux de la nigelle.
Le principe consiste a estimer 1’inhibition de la croissance des micro-organismes en contacte de
I’huile essentielle et ’extrait aqueux par la méthode de diffusion sur milieu de gélose ou
aromatogramme en utilisant des disques absorbants de 9mm de diametre.

|
| Ensemencement de la gdosze gr—
|en nappe par 1ml de Finocuhem hge= Geloge Mucller Hinton

Doite de pém

| Depot aseplique d'un disgue
| imbibe de Fwile essenticlle

Z: zone d'mhibition

Crolssimee microbienne

Figure 11 : schéma illustrant la méthode d’aromatogramme (Zaiki, 1988).

11.2.6.1.2 Méthode de I’aromatogramme

La méthode de diffusion des disques ou I’aromatogramme appliquée est celle décrite par
Mayachiew & Devahastin (2008); Gachkar et al., (2007) et Hussain et al., (2010).

a. Purification des souches

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées sur milieu gélose nutritif par la méthode de
stries, puis incubées a 37 C° pendent 24 h afin d’obtenir des colonies isolées et pures et pouvant
servi a I’inoculum.

b. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture bactérienne jeune et pure de 18 heures, nous avons realise des suspensions
en mettant quelques colonies dans 5ml d’eau physiologique stérile ensuite, les solutions ont été
homogénéisées a 1’aide d’un vortex, la suspension doit avoir une densité de 0.5 Mac Farland
(figure 12).
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Figure 12 : préparation de I'inoculum

c. L’ensemencement

L’ensemencement se fait par écouvillonnage. Aprés avoir trompé 1’écouvillon stérile
dans la suspension bactérienne en le pressant fermement sur la paroi interne du tube a fin de le
déchargée au maximum, I’écouvillon est étalé sur la totalité de la surface gélosée séchée, de
haut en bas en strie serrée. L’opération est répétée deux fois en tournant la boit 60° a chaque
fois sans oublier de faire pivoter I’écouvillonnage sur la périphérie de la gélose.

d. Application des disques

A L’aide d’une pince stérile, nous avons prélevé un disque imbibe avec I’huile ou I’extrait. Ce
dernier est déposé a la surface de la gélose. Nous avons laissé diffuser sur la paillasse pendant 30
minutes, puis incubé a 37°C pendant 24 heures.

» L’échelle

» Observer I’absence ou la présence de zone claire autour des disques.

%

K/
L X4

Mesurer le diametre de la zone d’inhibition a I’aide d’une régle.
% les diametres des zones d’inhibitions sont classés selon la croissance microbienne en quatre
classes Selon Keshavarz et al.,(1996)

e Fortement inhibitrice : diametre > 28 mm

e Modérément inhibitrice : 16 mm < diamétre <28 mm

e Légerement inhibitrice : 10 mm < diamétre <16 mm

¢ Non inhibitrice : diametre < 10 mm

e

11.2.6.2 Evaluation de I’activité hypoglycémiante
a. Butet principe

Cette étude a eté realisé sur des lapins Albinos selon Ketta et al.,(1995), Lawson et al., (1997)
Halimi et al., (2012), qui ont étudiés 1’activité hypoglycémiante des plantes médicinales sur les
lapins.



Le but est la mise en évidence de I’effet hypoglycémiant des différents extraits de Nigella sativa
sur des lapins rendus hyperglycémiques pour un temps limité (2 heures) par une charge glucosée de
2 ml d’une solution sucrée a 50 %.

Le protocole expérimental suivi est démontré dans la figure 13

“ Lots des lapins (7) “

Mise a jeun 18 heures

Gavage de glucose (50%)

Gavage des solutions testées

Chaqgue 30 min mesure de la glycémie
des lapins

Figure 13 : protocole expérimentale du test hypoglycémiant

b. Préparation de la solution sucrée

Un volume de 100 ml d’eau distillée a été ajouté a 50 g de D* glucose monohydrate pure
(CsH1206 «H20), une solution sucrée a 50% a été ainsi obtenu.



c. Préparation des dilutions

> Huile essentielle :
10 % : 20 goutte d’H E. dans 10 ml d’huile végétal.
25 % : 45 gouttes H E. dans 10 ml d’huile végétal.
» Extrait aqueux :

10% : 100 ml d’eau distillée sont portées a ébullition sur une plaque chauffante. Aprés ébullition,
I’eau est versée sur 10 g de poudre puis la préparation subit une filtration aprés 15 a 20 min

d’infusion.

25% : 100 ml d’eau distillée sont portées a ébullition sur une plaque chauffante. Apreés ébullition,
I’eau est versée sur 25g de poudre puis la préparation subit une filtration aprés 15 a 20 min

d’infusion.

d. Répartition des lots (tableau 2)

Pour I’activité hypoglycémiante, nous avons travaillé avec 14 lapins répartis en 7 lots dans le
poids est entre 2 a 3 kg, qui sont soumis a jeun 18 heures avant 1’expérimentation.
Les sept lots ont subis sept testes différents identifiés comme suit :

v" Les lots témoins
» Lot 1:composé d’animaux sains (témoin +).
» Lot 2: composé d’animaux hyperglycémiques qui ont subis une charge glucosée (2ml
de solution sucrée a 50%). Ces lapins ne vont pas étre traités (témoin -)
> Lot 3: composé d’animaux hyperglycémique : qui ont subis une charge glucosée (2ml de
solution sucrée a 50%) puis traités par 1 ml / kg de médicament de référence
glibenclamide (DIABENIL®) (10 mg diluée dans 100 ml/ kg de poids corporel) (témoin
+).
v" Les lots traités par nos extraits

» Lot 4 : composé d’animaux hyperglycémique qui ont subis une charge glucosée (2ml de
solution sucrée a 50%) puis traités par Iml / kg d’extrait aqueux de 10% de Nigella
sativa

» Lot 5 : composé d’animaux hyperglycémique qui ont subis une charge glucosee (2ml de
solution sucrée a 50%) puis traités par 1 ml /kg d’extrait aqueux de la nigelle a 25%.

» Lot 6 : composé d’animaux hyperglycémique qui ont subis une charge glucosée (2ml de
solution sucrée a 50%) puis traités par 1 ml / kg de I’huile essentielle de la nigelle diluée
a10%.

» Lot 7 : composé d’animaux hyperglycémique qui ont subis une charge glucosée (2ml de
solution sucrée a 50%) puis traités par 1 ml / kg de I’huile essentielle de la nigelle diluée
a 25%.

Le gavage a été fait a ’aide d’une sonde gastrique par voie orale.



Pour tous les lots cing prélevements ont été realises :

X/
°e

To : glycémie de base (avant traitement)

X/
°e

T, : aprés 30 mn de gavage de glucose

e

% T, :apres une heure de gavage de nos extraits

/7
A X4

T3 : apres une heure et demie de gavage

X/
°e

T,: apres deux heures de gavage

Tableau 2 : Répartition des lots des lapins et les doses de traitement administre

Dose de la Dose
N° de lots solution Nature de Vois Poids des
sucrée produits d’administration lapins
1 - - - - 3000 g
Surdosage de
2 glucose 2ml/kg 2950 g
Médicament
3 de référence 1ml /kg 2230 ¢
glibenclamide
2ml/kgde Extrait
4 solution a aqueux 10 % Gavage par voie 2873 g
50% Extrait orale
5 aqueux 25 % 1ml/kg 3050 g
6 HE 10 % 22259
7 HE 25 % 2222 g

e. Détermination de la glycemie

Elle se fait avec un Glucometre (Réf. Contour TS). Une goutte de sang ponctionnée est déposée
sur la zone active d'une bandelette. La lecture de la glycémie se fait automatiquement 8 secondes
apreés. Le résultat est exprimé en mg/dl de sang.

11.2.6.3 Evaluation de P’activité anti-inflammatoire
a. Butet principe

Le but de ce test est I’évaluation de ’activité anti-inflammatoire locale des différents extraits
obtenus (huile essentielle et I’extrait aqueux) de la nigelle selon la méthode de winther (1962).

Le principe repose sur la détermination de 1’épaisseur d’cedéme, provoqué suite a une
inflammation locale des pattes de souris, par un produit irritant la carraghénine par voie
intrapéritonéale. Cette inflammation peut étre réduite par 1’application d’un anti-inflammatoire par
voie orale (Diclofenac) .



Le protocole expérimental suivi est démontré dans la figure 14

Lots de souris

Injection par voie orale (gavage) de 0.5 ml
des solutions a testées

Mesure des épaisseurs des pattes
postérieures

Injection de 0.02 ml de carraghénine sous
I’'aponévrose plantaire des pattes
postérieures gauches

Chaque 30 min mesure les épaisseurs des
pattes de souris

Figure 14: protocole expérimental du test anti —inflammatoire.

b. Préparation des dilutions
> Huile essentielle :
2 % : 4 gouttes H E. diluée dans 10 ml d’huile végétal.
4 % : 8 gouttes H E. diluée dans 10 ml d’huile végétal.
» Extrait aqueux :

0.5 % : 100 ml d’eau distillée sont portée a ébullition sur une plaque chauffante. Apres
ébullition, 1’eau est versée sur 0.5 g de poudre puis la préparation subit une filtration aprés 15 a
20 min d’infusion.



1.25 % : 100 ml d’eau distillée sont portée a ébullition sur une plaque chauffante. Aprés
ébullition, 1’eau est versée sur 1.25 g de poudre puis la préparation subit une filtration aprés 15 a
20 min d’infusion.

2 % : 100 ml d’cau distillée sont portée a ébullition sur une plaque chauffante. Aprées ébullition,
I’eau est versée sur 2 g de poudre puis la préparation subit une filtration aprés 15 a 20 min
d’infusion.

c. Mode opératoire

Le test consiste a évaluer ’effet anti-inflammatoire de 1’huile essentielle a 2 % ,4 % et de
I’extrait aqueux a trois dose: 0.5%, 1.25 % et 2% de Nigella sativa sur ’cedéme des pattes
postérieurs provoqué par I’injection de la carraghénine a 1% chez les souris.

L’injection de la carraghénine sous I’aponévrose plantaire de la patte de souris provoque une
réaction inflammatoire qui peut étre réduit par un produit anti-inflammatoire (huile essentielle ou
extrait aqueux de la nigelle).

Les animaux testés sont répartis en 7 lots de 4 souris, souche NMRI dont le poids est supérieur a 24

g.
A Ty : les 7 solutions (eau physiologique, extrait aqueux 0.5 %, 1.25%, 2 %, huiles essentielles de

2 %, 4 % et le médicament de référence Diclofenac) g/ml, sont administrées par gavage par voie
orale.

d. Repartitions des lots
Lots témoins

e Lot 1: chaque souris regoit 0.5 ml d’eau physiologie (témoin -)

e Lot 2: chaque souris recoit 0.5 ml de médicament de référence Diclofenac (témoin +).
Lots des souris traités par les extraits de Nigella sativa

e Lot 3: chaque souris regoit 0.5 ml de I’extrait aqueux de la nigelle de 0.5%.

e Lot4: chaque souris regoit 0.5 ml de I’extrait aqueux de la nigelle de 1,25%.
Lot 5 : chaque souris recoit 0.5 ml de I’extrait aqueux de la nigelle de 2%.
e Lot 6 : chaque souris recoit 0.5 ml de I’huile essentielle de la nigelle de 2 %.

e Lot 7 : chaque souris recoit 0.5 ml de I’huile essentielle de la nigelle de 4 %.
Apreés 1 heure: la carraghénine est injectée sous I’aponévrose plantaire des pattes postérieures
gauches a un volume de 0.02 ml a toutes les souris des différents lots d’expérimentation.

> Lecture

L’épaisseur des pattes postérieures gauches des 7 lots a été mesurée chaque 30 min a 1’aide
d’un pied a coulisse.



e. Expression des résultats

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage de I’augmentation
et de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par rapport au témoin négatif.
» Le pourcentage de 1’augmentation de I’cedéme (AUG %) est calcul par la relation
suivant :

volume de la patte au temps T—volume Initial (V,
AUGY% = 2 P @) » 100

volume Initial (Vy)

» Le pourcentage de réduction de 1’cedéme est calcul par la relation suivant :

épaisseur de la patte du témoin—épaisseur de la patte traitée
P% = x 100

épaisseur de la patte du témoin

f.  Outil statistique

La comparaison des moyennes des épaisseurs de ’cedéme  a été faite avec une corrélation
appliquée pour les évaluations statistiques des résultats par le logiciel SPSS (Statical Data
Analysis).

«  La lecture de la corrélation :
Selon Horvaine Szabo (1989),

r<0,4: lacorrélation est dite faible.
0,4< r<0,7 : la corrélation est dite moyenne.

0,7<r<0,9 : la corrélation est dite forte.

Y V VYV V

r> 0,9 : la corrélation est dite trés forte.



Chapitre 111 :
résultats et
interprétations



Les essais réalisés, afin de contribuer a la caractérisation ainsi qu’a la valorisation de 1’huile
essentielle et I’extrait aqueux de Nigella sativa, extraite & partir des graines nous ont permis
d’obtenir les résultats suivant :

I11.1 Résultats de I’étude phytochimique

D’apres I’étude phytochimique menée sur la poudre et 1’extrait aqueux des graines de la nigelle,
« Nigella sativa L. », les résultats obtenus sont figurés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3 : Représentation des résultats de tests phytochimiques

Substance Coloration Résultats de la réaction
Les glucosides Coloration rouge brique Positive
Les tanins une coloration verdatre ou Positive

bleu noiratre
Les Coumarine Coloration rouge Négative
Les Terpénes Coloration bleue Positive
L’anthocyanine Coloration rouge Positive
Leuco anthocyane coloration rouge Négative
Les saponosides La formation d’un précipite Positive
blanc

Les Alcaloides coloration blanc créme Positive
Les Flavonoides coloration rouge Positive
Les Quinones Coloration rouge Positive

Positive = presence négative = absence

Les résultats mentionnés dans le tableau 3, montrent d’une fagon qualitative que notre espece
renferme des composés phénoliques comme les flavonoides, les tanins, les anthocyanes. Elle
contient aussi des saponoside, des alcaloides, des quinones et des glucosides.

I11.2 Rendement d’huile essentielle

Nous rappelons que I’huile essentielle a été extraite des graines séches de Nigella sativa par un
hydrodistillateur de type Clevenger. Nous avons récupérer une quantité huileuse de 1 ml, le
rendement obtenu est 0.5%.



111.3 Examen organoleptique

Les caractéres organoleptiques de ’extrait aqueux et de I’huile essentielle sont répresentés dans le
tableau 4 :
Tableau 4 : propriétés organoleptique de extrait aqueux et I’huile essentielle

Caractére organoleptique

Aspect couleur odeur
Donne une forte odeur
Extrait aqueux Liquide Marron rappelant

I'odeur des grains
Donne une forte odeur
Huile essentielle Liquide Jaune rappelant
I'odeur des grains

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau 4, nous remarquons que notre huile essentielle
extraite des graines seches récupérée par hydrodistillation a un aspect liquide, une odeur rappelant
I’odeur de la graine et de couleur jaune.

Pour I’extrait aqueux la couleur est marron avec une odeur rappelant également 1’odeur des
graines et d’un aspect liquide. D’aprés la norme AFNOR (2000), I’aspect de I’huile essentielle de
la nigelle est liquide, de couleur jaune avec une odeur caractéristique.

111.4 Résultats des tests biologiques

I11.1.4 L’activité antimicrobienne

La méthode de diffusion des disques (aromatogramme), nous a permis de mettre en évidence le
pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle et de I’extrait aqueux des graines de nigelle vis-a-vis
de six bactéries pathogéne. Cette étude est basée sur la mesure de diamétre des halos d’inhibition de
I’extrait obtenu. Les résultats qualitatifs du pouvoir antimicrobien d’huile essentielle et I’extrait
aqueux de la nigelle sur les souches étudiées sont représentés dans le tableau 5 :

Tableau 5 : résultats de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et I’extrait aqueux de la

nigelle
Zone d’inhibition en (mm)
Les souches bactériennes L’huile essentielle (100%) Extrait aqueux (10 %)

Escherichia coli 19 14
Bacillus subtillis 32 17
Staphylococcus aureus Toute la surface 10
Staphylococcus epidermidis 0 0
Pseudomonase aeruginosa 0 0
klebsiella pneumoniae 0 0



D’apres les résultats mentionnés dans le tableau 5, nous remarquons que les diameétres des zones
d’inhibition varient d’une souche a une autre. L’huile essentielle de Nigella sativa s’est montrée
actif et trés significative contre Staphylococcus aureus (toute la surface) et Bacillus subtillis (32
mm). La zone d’inhibition enregistrée pour E. coli est modérément inhibitrice (19 mm) (figure 15).

Concernant 1’extrait aqueux, nous signalons une zone modérément inhibitrice vis-a-vis Bacillus
subtillis (17 mm), et une zone légerement inhibitrice E. coli (14 mm) et Staphylococcus aureus
(20 mm).

Pour Staphylococcus epidermidis, Pseudomonase aeruginosa et klebsiella pneumoniae,
aucune zone d’inhibition n’est observée ce qui signifie la résistance de ces bactérie a nos extraits.

D’apres le tableau 5, nous constatons facilement que I’extrait aqueux des graines de la nigelle
n’a pas une bonne activité si on le compare avec 1’huile essentielle. Malgré I’existence des zones
d’inhibition, relativement faibles, nos résultats concernant 1’extrait aqueux prouvent I’existence
d’une activité antibactérienne.



a. Zone d’inhibition vis-a-vis Bacillus subtillis.

C. Zone d’inhibition vis-a-Vvis klebsiella pneumoniae

Figure 15 : Effet inhibiteur de 1’huile essentielle des graines de la nigelle sur les souches

bactériennes testées



I11.4.2 L’activité hypoglycémiante

Les résultats d’évolution de la glycémie moyenne (mg / dl) chez les lapins Albinos sont
représentés dans le tableau 6 :

Tableau 6: Evolution de la glycémie moyenne (mg/dl) chez les lapins

Oh 1/2h 1h 1 h30 2h
Lot1l 97.5 955 96 88.5 47.5
Lot 2 129 131.5 142.5 149 116.5
Lot3 86 118.5 108 55.5 49
Lot 4 73 116.5 95.5 100.5 82.5
Lot5 70.5 100.5 92 96.5 100
Lot 6 74 102.5 95 112 88
Lot 7 84 119 81.5 100 93

Lot 1 : animaux sains
Lot 2 : animaux dont I’hyperglycémie est provoquée par une charge glucosée de 50 % (témoin-)
Lot 3 : animaux dont ’hyperglycémie est provoquée par une charge glucosée de 50 % ensuite trait
par glibenclamide (DIABENIL®) (témoin-).
Lot 4 : composé d’animaux hyperglycémiques traités par 10% de I’extrait aqueux de la nigelle.
Lot 5 : composé d’animaux hyperglycémiques traités par 25% de I’extrait aqueux de la nigelle.
Lot 6 : composé d’animaux hyperglycémiques traités par 10% de I’huile essentielle de nigella
sativa.
Lot 7 : composé d’animaux hyperglycémiques traités par 25% de I’huile essentielle de nigella
sativa.

La figure 16 montre la variation du taux de glycémie
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Figure 16 : Résultats de ’activité hypoglycémiante de I’huile essentielle et I’extrait aqueux de la
nigelle



L’objectif de ce texte est de mettre en évidence 1’effet de nos extraits sur la glycémie, nous
avons utilisé des témoins représentés par le lot 1 qui comportent les témoins sains (témoin -), lots
2 qui comprend les animaux ayant subis la charge glucosée (témoin-) et le lot 3 (témoin +) qui
contient les animaux ayant subis la surcharge glucosee et le médicament de référence.

D’apres la figure 16, nous remarquons pour le lot 1, une variation de la glycémie. Cette
variation est t’exprimée par une glycémie de 97.5 mg / dl au début de I’expérimentation (0 h) qui
subit une diminution de 95.5 mg/dl jusqu’a 47.5 mg / dl de glycémie aprés 2 h
d’expérimentation.

Pour lot 3, Aprés 30 min de I’administration de 10 mg de glibenclarnide (1 ml / kg) nous
enregistré une baisse considérable de la glycémie de 118.5 jusqu’a 49 mg/ dl.

En revanche pour le lot 2, nous notons une €lévation considérable (149 mg/ dl), apres ¥ heures,
une légére augmentation de 129 a 131.5 mg/dl a été enregistré. Apres 1 heure une élévation allant
142.5a 149 mg/ dl. La glycémie reste toujours élevée apres 2 heures, de fagon peu significative
de 116.5 mg/dl.

Nous déduisons de ces résultats que la solution sucrée a pu provoquer une hyperglycémie chez
les lapins durant notre expérience.

D’apres la figure 16, pour le lot4, a 1 h 30 de I’administration de 10% de I’extrait aqueux de la
nigelle, nous avons remarqué une augmentation de la glycémie de 95.5 a 100.5 mg/dl et aprés 2h
nous avons constaté une diminution de glycémie de 100.5 a 82.5 mg/dl.

Chez les animaux de lot 5, traités par 25% d’extrait aqueux de la nigelle, apreés 1 heure, nous
avons noté une diminution del00.5 a 92 mg/dl. Aprés 1h 30 min, nous avons observé une
augmentation de la glycémie de 96 a 100 mg/dl.

Ces résultats permettent a certains point de déduire que I’extrait aqueux de Nigella sativa a 10%
a une activité hypoglycémiante en comparant avec le médicament de référence.

Concernant les lots 6 et 7 traiter par I’huile essentielle de 10% et 25% successivement ont
montré aprés 1 heure une diminution allant de 102.5 a 95mg/dl et 119 a 81.5mg/dl successivement
ensuite une élévation de 95 a 112mg/dl pour le lot 6 et 81.5 a 100mg/dl pour le lot 7, aprés 1h30
nous avons noté une diminution considérable de la glycémie apres 2h de I’expérimentation (112 a
88 mg/dl et 112 a 93 mg/dl successivement).

Ces résultats ont prouvé que I’huile essentielle a 10% et 25% possédent une activité
hypoglycémiante en comparant avec le lot témoin qui contient les lapins traités avec le
médicament de référence.



I11.4.3 L’activité anti inflammatoire

Notre étude avait pour but d’évaluer D’activité anti-inflammatoire de Nigella sativa. Les
expériences ont été réalisées sur le modele de 'cedéme aigu de la patte de souris induit par la
carraghénine 1 %.

(Edéme

Figure 17 : L’cedéme provoque chez les pattes gauches des souris

L’administration de I’eau physiologique et des huiles essentielles ainsi que I’extrait aqueux de
notre plante a des souris est suivie par 1’injection de carraghénine a 1 % dans la surface plantaire
des pattes postérieures ; nous a permis de détermine I’activité anti-inflammatoire de nos extraits.

L’¢évolution des épaisseurs moyennes des pattes gauches des souris de chaque lot (en mm) sont
mentionnée dans et tableau 8

Tableau 8: Epaisseur moyenne des pattes gauches des souris en mm

Apres

Pinjection de

Avant carraghénine 60 min 90 min 120 min | 150 min | 180 min
30min
Lot 1 2.8 3.1 3.2 3.5 3.7 3.8 4
Lot 2 2.6 2.9 2.8 2.6 2.6 2.6 2.6
Lot3 2.8 2.9 3 2.9 2.9 2.9 2.9
Lot 4 2.7 2.9 2.9 2.8 2.7 2.7 2.7
Lot5 2.9 3 3 2.9 2.9 2.9 2.9
Lot 6 2.7 2.9 2.9 2.8 2.7 2.7 2.7
Lot 7 2.9 3 3 2.9 2.9 2.9 2.9

Lot témoins 1 : composé des souris qui ont regu 0.5 ml de 1’eau physiologie.

Lot témoin 2 : composeé des souris qui ont regu 0.5 ml de médicament de référence Diclofenac 50
mg/g.

Lot 3 : composé des souris qui ont re¢u 0.5 ml de I’extrait aqueux de 0.5%.

Lot 4 : composé de souris qui ont regu 0.5 ml de I’extrait aqueux de 1.25%.



Lot 5 : composé de souris qui ont regu 0.5 ml de ’extrait aqueux de 2%.
Lot 6 : composé des souris qui ont regu 0.5 ml de I’huile essentielle & 2%
Lot 7 : composé des souris qui ont regu 0.5 ml de I’huile essentielle 4%.

Pourcentage de I’augmentation

o
A5

Le pourcentage de I’augmentation du volume des pattes des souris en fonction de temps sont
représentes dans le tableau 9 et la figure 17

Tableau 9 : le pourcentage de I’augmentation de I’cedéme de pattes postérieures gauches des souris

Oh 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min | 180 min
Lot 1 0% 12.53% 14.35% 21.43% 31.26% 36.94% 42.94%
Lot 2 0% 9.49% 7.55% 0% 0% 0% 0%
Lot 3 0% 4.42% 7.96% 0% 0% 0% 0%
Lot 4 0% 9.35% 10.49% 9.72% 0% 0% 0%
Lot5 0% 4.35% 5.32% 0% 0% 0% 0%
Lot 6 0% 9.34% 10.92% 16% 0% 0% 0%
Lot 7 0% 3.46% 3.46% 0% 0% 0% 0%
50%
45%

o 40%

£ / ——lot 1

8 35%

g / == lot 2

= 309

e & / ot 3

c 25%

8 / =0t 4

© 2 [)

:,E_, 0% == |ot 5
0,

E” 15% =@=|ot 6

(4]

10%

5%

\\ lot 7
\' \ = B— Temps

Oh 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min

0%

Figure 18 : pourcentages de I'augmentation de l'cedéme des pattes des souris en fonction de temps

L’analyse de la figure 18 montres que pour le lot 1 des souris non traitées (témoin -) apres
I’injection de la carraghénine 1I’cedéme des pattes augmentent en fonction du temps pour atteindre
un maximum (42.94%) a 180 min.

Les souris traitées par Diclofinac a la dose de 50 mg/g (témoin +), I’huile essentielle (2% et 4
%) et par I’extrait aqueux (0.5%, 1.25% et 2%) I’inflammation de la patte atteint son maximum de
7.55%, 7.96%, 5.32%, 3.46% a 60 min respectivement pour les lots 2, 3,5 et 7,



Concernant les lots 4 et 6 I’inflammation atteint son maximum de 9.72% et 16% respectivement a
90 min aprés ’injection de la carraghénine, ensuit I’inflammation commence a diminuer pour
disparaitre totalement.

% Pourcentage de la réduction

Les pourcentages de réduction des cedémes des pattes postérieurs gauches des souris sont

indiqués dans le tableau 10 :

Tableau 10 : pourcentage de réduction de I’cedéme des pattes postérieures gauches des souris

Lot 1
Lot 2
Lot 3
Lot 4
Lot5
Lot 6
Lot7

30 min
10.71%
11.53%
3.57%
7.40%
3.44%
7.40%
3.44%

60 min
14.28%

7.69%
7.14%
7.40%
3.44%
7.40%
3.44%

90 min
25%
3.57%
3.70%
3.44%
3.70%

120 min
32.14%

3.57%

3.44%

150 min 180 min
35.71% 42.85%

3.57% 3.57%

3.44% 3.44%

Lot témoins 1 : composé des souris qui ont regu 0.5 ml de 1’eau physiologie.
Lot témoin 2 : composé des souris qui ont recu 0.5 ml de médicament de référence Diclofenac 50

mg/g.

Lot 3 : composé des souris qui ont recu 0.5 ml de I’extrait aqueux de 0. 5%.
Lot 4 : composé de souris qui ont regu 0.5 ml de I’extrait aqueux de 1.25%.
Lot 5 : composé de souris qui ont regu 0.5 ml de I’extrait aqueux de 2%.
Lot 6 : composé des souris qui ont regu 0.5 ml de I’huile essentielle a 2%.
Lot 7 : composé des souris qui ont recu 0.5 ml de I’huile essentielle a 4%.
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Figure 19 : Pourcentage de réduction de 1'eedéme des pattes des souris en fonction de temps



Aprés I’administration de la carraghénine au niveau de pattes postérieures des souris, nous a
permis d’observé la formation des cedémes et une augmentation des épaisseurs chez toutes les
souris des 7 lots.

Aprés 1 heure de I’administration de carraghénine, chez le lot 1 traité par 1’eau physiologie,
nous n’avons pas noté une baisse d’cedéme par contre chez le lot 2 traité par I’anti-inflammatoire
Diclofenac, nous avons observé une réduction de 11.53 & 7.69%. Il atteint sa stabilisation aprés 60
min de I’injection.

Pour les animaux de lot 3 dont la dose de I’extrait aqueux de la nigelle administrée est de 0.5%,
nous avons observé une légere réduction d’cedéme (7.14% a 3.54%) apres 60 min de I’injection de
la carraghénine. La réduction de ces cedémes est tres lente dans le temps car il n’atteint le point de
stabilisation qu’apres 120 min de I’injection.

Pour les animaux de lot 4 dont la dose de I’extrait aqueux de la nigelle administrée est de 1.25%,
une baisse progressive des cedémes est observée aprés 30 min de I’injection (pourcentage de
réduction de 7.40%), suive par une baisse moins importante (3.70%) a 90 min qui est le temps de
stabilisation.

Pour les animaux de lot 5 dont la dose de I’extrait aqueux de la nigelle administrée est de 2%,
nous avons noté une faible réduction des cedémes (3.44%) durant les 180 min.

Pour les animaux des lots 6, dont la dose de I’huile essentielle de la nigelle administrée est de
2%, nous avons marqué une baisse progressive des cedémes (7.40%), suive par une baisse moins
importante des cedémes est observé (3.70%). Le temps de stabilisation étant de 60 min de
I’injection.

Pour les animaux de lot 7 dont la dose de I’huile essentielle de la nigelle administrée est de 4%,
nous avons observé une faible réduction des cedémes (3.44%), malgré la faible réduction 1’huile
essentielle a montré une réaction tres rapide car il atteint sa stabilisation aprés 60 min de
I’injection.

D’apres les résultats statistiques obtenus nous confirmons qu’il y une réduction de 1’cedéme,
avec une différence hautement significative de 0.942, 0.965, 0.971, 0.969 et 0.964 (r > 0.9)
respectivement & EA a 0.5 %,1.25% et 2%, HE. A 2% et 4%, comparons ces resultats avec
traitement standard Diclofenac 0.898 (tableau 11, Annexe Il11).

D’apres les résultats obtenus, nous avons déduit que nos substances injectées ont un effet anti-
inflammatoire par rapport aux témoins.



Chapitre IV

Discussion



Les résultats de notre étude phytochimique préliminaire des graines de la nigelle montrent leur
richesse en métabolites secondaires tel que les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les glucosides
et les quinones. Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Merfort et al., (1997), Atta-ur-
Rahman et al., (1995) , qui ont trouvé que les graines de la nigelle sont trés riche en polyphénols
et les flavonoides, En 1997, trois nouveaux flavonoides triglycosylées ont été isolés a partir des
graines de N. sativa qui ont une activité anti-inflammatoire, antiseptique et antioxydante.

Entre 1985 et 1995 Atta-ur-Rahman et al.,(1995), ont isolés a partir des graines de nigelle les
plus importants alcaloides (Nigellicine, Nigellimine, NigellimineN-oxyde et Nigellidine) qui ont
une action cicatrisante , antihistaminique (sert a réduire ou a éliminer les effets de I'nistamine, un
médiateur chimique endogéne libéré entre autres au cours des réactions allergiques), antioxydante et
un effet anti-infectieux.

Selon Dellile (2007) et Belouad, (2005), les graines sont constituées aussi des tanins et de
glucoside. Egalement les graines de Nigella sativa sont trés riches en protéines (environ 20 %),
avec dominance d’acide glutamique (22,4%), d’acide aspartique (10,05%) et d’arginine (9,18%)
(AL-gaby, 1998).

La richesse de cet extrait aqueux en composes chimiques actifs pourrait expliquer son utilisation
traditionnelle pour soigner de nombreuses maladies (Adjanohoun et al., 1989).

Nous rappelons que le rendement est de 0.5%. Nos résultats concordent avec ceux de Benkaci
et al.,(2006), qui ont prouvé que le rendement de huile essentielle de graines de nigelle est environ
0.18 a 0.50%.

Par contre, Dominiczak et al., (1991), ont trouvé que le rendement des huiles essentielles des
graines de nigelle est entre 0.4 -2.5%.

Cette différence du rendement de 1’huile essentielle est toute a fait normale et semble étre li¢ aux
propriétés génétiques des graines ainsi qu’a 1’origine géographique, la durée de stockage, la période
de récolte et aussi aux méthodes d’extractions appliquées (Silano et Delbo , 2008; Marzoukia et
al., 2009; Aprotosoaie et al., 2010; Olle et Bender, 2010).

Les caractéristiques organoleptiques de notre huile essentielle obtenue par le dispositif de
Clevenger sont comparables a celles données par 1’association frangaise de normalisation AFNOR
(2000). Ces caractéristiques qui s’expriment par une forte odeur rappellent I’odeur des graines,
un aspect liquide et une couleur jaune.

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien de I’huile essentielle et I’extrait aqueux des graines de la nigelle vis-a-vis six
bactéries.

Dans la présente étude, nous n’avons testé de I’huile essentielle étant pure, parce que, d’apres
Manou et al. (1998) et Bagamboula et al. (2004), il n'y a aucun rapport entre la concentration
d'huile essentielle ou du composé actif et la zone d'inhibition. Cette derniere semble dépendre de la
capacité des huiles essentielles a diffuser uniformément sur l'agar. Généralement, les huiles



essentielles sont médiocrement solubles dans I'eau, ce qui pose beaucoup de problemes pour étudier
leur activité antibactérienne, ceci a été deja rapporté par Southwell et al. (1993) et Griffin (2000).

D’aprés nos résultats, nous constatons que Staphylococcus aureus (toute la surface) et Bacillus
subtillis (32 mm) sont les bactéries les plus sensibles aux extraits (tableau 5). Ceci pourrait étre
expliqué par le fait que les bactéries a G+ possedent des dispositifs structuraux qui sont plus
susceptibles aux huiles essentielles (Rahman et al., 2010).

Dans la présente étude, les bactéries a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa, klebsiella
pneumoniae) se sont avérées les plus résistantes (0 mm ; tableau 5), Plusieurs travaux notamment
ceux de Quattara et al. (1997); Hammer et al. (1999); De Billerbeck et al., (2002); Souza et al.
(2006); Ahmad et al. (2006); Agaoglu et al. (2007); Derwich et al. (2010) et Bari et al. (2010) ont
confirmé la grande résistante des bactéries G- par rapport aux G+. Ce constat peut étre dd a I'action
de certains composés volatiles de 1’'huile essentielle de la nigelle d’une part et a la présence d'une
couche de lipopolysaccharide (LPS) chez les bactéries G- qui pourrait fonctionner comme barriere
efficace contre n'importe quelle biomolécule entrant d’autre part (Inouye et al., 2001; Bagamboula
et al., 2004 ; Upadhyay et al., 2010).

Concernant le Pseudomonas aeruginosa, cette bactérie est connue pour sa résistance a n'importe
quel genre d'agents antimicrobiens. En réalité, ce comportement n'est pas étonnant parce que
Pseudomonas aeruginosa a une capacité de former un biofilm qui est une organisation complexe
composée de différentes strates dans lesquelles les bactéries se retrouvent en conditions
physiologiques spécifiques a leur situation (Abi-Ayad et al., 2011).

E. coli s’est avérée sensible a I’huile essentielle (19mm) et I’extrait aqueux (14 mm), malgré
qu’elle soit Gram négatif. Il est postulé que les différents composants des huiles essentielles
montrent différents degrés d'activité contre des bactéries G- et G+ (Dorman et Deans, 2000) et que
la composition chimique des huiles essentielles peut varier selon plusieurs facteurs intrinseque et
extrinséque (Lahlou, 2004). 11 est connu aussi que les espéces bactériennes n’ont pas également la
méme sensibilité vis-a-vis d'un agent antibactérien.

Nos résultats concordent avec ceux de plusieurs auteurs notamment Ali et Blunden, (2002),
Khan, (1999), qui ont trouvé que I’huile essentielle de N. sativa a inhibé la croissance des bactéries
Gram positif et négatif dans une étude réalisée sur plusieurs bactéries, sauf certaines souches de
Pseudomonas aeruginosa et que Les composés phénoliques présents dans 1’huile seraient
responsables de cet effet antibactérien.

Dans une étude réalisée par Morsi, (2000), I’extrait aqueux a été actif sur les micro-organismes
isolés dans I’arthrite septique. La souche résistante aux antibiotiques (E. coli) n’a pas résisté aux
extraits étudiés.

L’activité antimicrobienne de nos extraits vis avis de certaines souches principalement
Staphylococcus aureus et Bacillus subtillis et du a la présence de certains principe actifs a savoir
les flavonoides, les phénols... mis en évidence au cours de 1’étude phytochimique. Narayana et
al.,(2001) , Seyoum et al., (2006), ont démontré que I’activité antimicrobienne des graines de la
nigelle est d a la présence des flavonoides en grande concentration.



Concernant 1’activité hypoglycémiante, notre travail consiste a rendre les lapins Albinos
hyperglycémiques pour un temps limite de 2 heure par une charge glucosé de 2 ml/ kg d’une
solution sucrée de 50%. Apres 30 min, nous avons administré ’huile essentielle et I’extrait aqueux
des graines de la nigelle Nigelle sativa.

Nous avons testés notre solution sucrée sur un lot d’animaux et le comparer avec le lot témoin ;
nous constatons que la solution sucrée augmente de facons remarquable la glycémie chez ces
animaux.

L’administration de 1’huile essentielle (10% et 25%) et de 1’extrait aqueux ( 10 % et 25%) aux
lapins hyperglycémiques provoque une baisse significative de taux de la glycémie au bout de la
premiere heure, comparable a celle de produit chimique (glibenclamide) qui a réduit le taux de
glucose au bout de la 30 *™ minute ce qui permet de déduire que I’huile essentielle et 1’extrait
aqueux présentent une activité hypoglycémiante (tableau 7).

Nos résultats sont comparable aux résultats de Al-Hader et al.(1993) qui ont montré que ’huile
essentielle de la graine administrée par voie intrapéritoneale (a raison de 50 mg/kg) abaisse de facon
significative (de 15 a 23 %) la glycémie a jeun chez les animaux normaux et hyperglycémiques.
Selon les mémes auteurs, cet effet serait indépendant des mécanismes insuliniques puisque
I’amélioration de la glycémie n’étant pas accompagnée de modification de I’insulinémie, cet effet
de la nigelle serait indépendant des mécanismes insuliniques.

Les travaux menés par Houcher et al (2007) et Altan et al., (2007) ont montré que le traitement
des lapins avec I’huile essentielle et 1’extrait aqueux de la nigelle provoque une réduction
importante de la glycémie de 58. 09 et 73. 27 %, respectivement. Cet effet est d0 aux principes
actifs majoritaires de différents extraits de nigelle qui est la Thymoquinone qui est un agent
antidiabétique.

En outre, la présente étude s’est consacrée a la recherche d’un éventuel effet anti-inflammatoire a
partir de I’huile essentielle et I’extrait aqueux de nigella sativa. L’expérience a été évaluée en
mesurant I’cedéme induit par 1’injection de la carraghénine a 1 % sous I’aponévrose plantaire de la
patte postérieure gauche des souris. Cette substance provoque un cedéme de la patte qui est décrit
comme un événement diphasique, une phase initiale observée durant la premiere heure qui est
attribuée a la libération de I’histamine et de la sérotonine, et une deuxiéme phase de gonflement qui
est due & la libération des prostaglandines like (Crunkhorn et Meacock, 1971).

Par ailleurs, nos résultats montrent que 1’inflammation est plus accentuée chez le lot t¢émoin qui
n’a regu aucun traitement, alors que les souris traitées par Diclofénac administré par voie orale,
marquent une réduction significative d 1’cedéme de pattes gauches postérieures. Cette diminution du
pouvoir inflammatoire de la carraghénine serait attribuée au pouvoir anti-inflammatoire du
Diclofénac, un médicament anti-inflammatoire non stéroidien qui inhibe la cyclo-oxygénase au
sommet d’une cascade de réaction aboutit a la formation de prostaglandine.

L’¢étude de Pactivité anti-inflammatoire de 1’huile essentielle (2% et 4%) et I’extrait aqueux (0.
5%, 1.25% et 2 %) présentent un effet anti- inflammatoire. 1’étude a montré une réduction de
7,40% pour les deux extraits, presque similaire a celle du traitement standard Diclofénac avec une
réduction de 11.53%.


http://www.aly-abbara.com/voyages_personnels/syrie/plantes/nigelle_sativa.html#tq

De ce fait, ces extraits réduisent de fagon appréciable I’cedéme induit par 0.02 % de carraghénine
a 1% administré par voie sous plantaire au niveau des pattes postérieurs gauche des souris. La
réduction de I’cedéme confirme 1’efficacité de nos extraits comme un agent anti-inflammatoire.

Cela est confirmé par les résultats obtenus par AL-Ghamdi (2001), AL-Okbi et al., (1998),
Hajhashemi et al ., (2004) , Mutabagani et EL-Mahdy 1997, qui ont prouvés que les graines de
la nigelle « nigella sativa » ont un effet anti-inflammatoire .

Selon Houghton et al., (1995) ; Gilani et al., (2004), La thymoquinone, constituant majeur de
I’huile essentielle exerce un effet anti-inflammatoire local et systémique important.

D’autre part, Ghannadi et al., (2005) ont montré que les polyphénols de Nigella sativa
disposent de propriétés anti-inflammatoires chez le rat et la souris dans le test de I’oedéme de la
patte induit par le carraghénine.

D’aprés Ali et Blunden, (2002), L’huile essentielle de nigelle par voie topique utilisée dans une
étude a atténué les effets de I’arthrite et s’est montré anti-inflammatoire et les mémes effets ont été
observés avec les graines prises par voie orale.



Conclusion



Malgré les progres considérables de la chimie, de I’industrie pharmaceutique et de la médecine, les
plantes médicinales n’ont rien perdu de leurs importances. Ces plantes possédent des composés qui
ont des propriétés antidiabétiques, antimicrobiennes et anti-inflammatoires, ce qui permet leurs
utilisations en thérapeutique.

Dans ce contexte, nous avons essayé d’évaluer I’activité antibactérienne, hypoglycémiante, et
anti-inflammatoire de I’huile essentielle et I’extrait aqueux extrait des graines de Nigella sativa.

Au cours de notre travail, nous avons réalisé un screening chimique qui nous a permet la mise en
évidence des différents groupes chimiques présents dans 1’extrait aqueux des graines de la nigelle.

Les résultats du calcul du rendement en huile essentielle des graines de la nigelle par
hydrodistillation était de 0.5%.

Les tests phytochimiques ont divulgué la présence des glucosides, des tanins, des flavonoides et
des alcaloides avec 1’absence des leuco-anthocyanes.

L’étude de la composition chimique des graines de la nigelle montre que de ces derniers sont

constitués de plusieurs métabolites secondaires tels que les flavonoides, les tanins, les saponosides,
les alcaloides et les glucosides.

Les tests de D’activité antimicrobienne réalisée par la méthode de disque sur six souches
bactériennes, montrent que le pouvoir de I’huile essentielle de la nigelle est trés important sur
staphylococcus aureus, Bacillus subtillis et E. coli. Néanmoins, 1’extrait aqueux & manifester un
effet antimicrobien modérément inhibiteur vis-a-vis de Bacillis subtillis,et légérement inhibiteur
pour E.coli et Staphylococcus aureus. Les autres germes ont manifesté une résistance vis-a-vis de
I’extrait de la plante.

L’ évaluation de Iactivité hypoglycémiante, a montré que 1’huile essentielle et ’extrait aqueux
de la nigelle sont dotés d’un pouvoir diminuant du taux de la glycémie avec une efficacité variable
a des doses différentes.

La recherche de I’effet anti-inflammatoire a montré que I’huile essentielle et I’extrait aqueux de
notre plante se sont avérees des anti-inflammatoires efficaces a des doses différentes.

€n fin, nos résultats indiquent que I’huile essentielle des graines de la nigelle a une activité
antibactérienne intéressante sur quelque souche bactérienne. Concernent, 1’extrait aqueux n’a
marque presque aucun effet antibactérienne.
En revanche, elle a montré des bonnes activités antidiabétique et anti-inflammatoire.



A D’essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie sur
I’huile essentielle des graines de nigelle afin d’isoler, de purifier et d’identifier les composés ayant
une activité antidiabétique et anti-inflammatoire.

JI| est judicieux d’élargir la gamme des microorganismes testés afin de généraliser leurs effets
antiseptiques. En ce qui concerne les effets pharmacologiques, il est préférable d’appliquer
plusieurs doses pour pouvoir détermine les doses thérapeutiques et toxiques.
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Annexes



Petit matériel et verrerie
> Bécher
Bocaux
Bec bunsen
Boite de petri
Ballon
Disque bactérienne stérile
Erlenmeyer
Fioles
Gant
Glucometre et bandelettes réactives (Contour Ts)
Micropipette
Milieu de culture
Papier aluminium
Papier filtre
Pipette
Pince
Pissette

Poire

vV Vv VvV ¥V VvV ¥V VY V ¥V ¥V ¥V V¥V ¥V ¥V V VY V V

Tube a essai
Appareillage
» Bain marie
> Balance électrique
> Balance pour animaux
» Agitateur magnétique
>

Autoclave verticale



» Chauffe ballon
> Etuve 37 C°et 120 C°

> Haute

Produits et réactifs

A\

Acétate de plomb
Acide chlorhydrique N
Acide phosphomolybdique

Acide sulfurique
Ammoniaque

Chloroforme,
Copeaux de Mg,
Eau distillé,
Ether

Ethanol absolu

FEC|3 5%
lode
HCI

Hydroxyle d’ammoniac

KOH
Mélange de propanol / acide chlorhydrique

YV VYV V ¥V V V V VY V V VY VY V VY V

Réactif de valser Mayer



Matériel utilisé en laboratoire

Pied a coulisse Etuve 35 C°

Agitateur la haute

Matériel utilisé en microbiologie



Tableau 11 : Teste de Corrélations de activité anti-inflammatoire ( SPSS)

| AVANT AP30 APG60 AP90 AP120 AP150 AP180

Lot1 Pearson 1 598 649 444 420 393 351
Correlation

Sig. (2-tailed)
N

Lot 2 Pearson
Correlation
Sig. (2-tailed)
N

Lot 3 Pearson
Correlation
Sig. (2-tailed)
N

Lot 4 Pearson
Correlation
Sig. (2-tailed)
N

Lot5 Pearson
Correlation
Sig. (2-tailed)
N

Lot 6 Pearson
Correlation

Lot7 Pearson
Correlation
Sig. (2-tailed)
N

,598 1 ,869(*) ,866(*) ,890(**) ,886(**) ,878(**)

649 ,869(*) 1 L965(*%) ,952(*%) ,943(*%) ,927(*%)

444 ,866(*) ,965(**) 1 ,989(**) ,987(*) ,983(**)

,420 ,890(**) ,952(**) ,989(**) 1 1,000(**) ,997(*)

393 ,886(**) ,943(*) ,987(*%) | 1,000(**) 1 ,999(**)

,351 ,878(**) ,927(*) ,983(**) ,997(*) ,999(**) 1

* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).(5%)
** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).(1%)

Tableau 12: les moyennes de corrélation

Les lots Moyenne de corrélation
Lot 1 0.475
Lot 2 0.898
Lot 3 0.942
Lot 4 0.965
Lot 5 0.971
Lot 6 0.969
Lot 7 0.964




