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Résumé

L’objectif de cette étude est 1’évaluation des pouvoirs antibactériens et antioxydants de
différents extraits : I’huile végétale, extrait aqueux, extrait méthanoique et la poudre obtenus a
partir des graines de Nigella sativa.

Le screening réalisé sur la poudre et I’infusé des graines nous a permis de révéler la présence
des anthocyanes, des glucosides, des tanins, des tanins galliques, des flavonoides, des
alcaloides et I’absence du mucilage et des tanins catechique dans les graines de la nigelle.

Les dosages des polyphenols et des flavonoides chez 1’huile végétale, 1I’extrait méthanoique
et ’extrait aqueux ont montré que les teneurs les plus élevées ont été obtenues pour 1’huile
végétale (81.91 mg EAG/g E et 5.71 mg EC/g E respectivement) de la nigelle.

L’activité antibactérienne a été testée par la méthode de diffusion des disques sur un milieu
solide (I’aromatogramme), vis-a-vis de quatre souches bactériennes de référence.

Les résultats obtenus ont montré que 1’huile végétale et 1’extrait méthanoique présentent un
effet inhibiteur sur deux souches a Gram positif (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis)
dont la meilleure inhibition était celle de I’extrait méthanoique exercée sur les Staphylococcus
aureus avec un diamétre d’inhibition important de ’ordre de 24mm=+0.47, les souches a
Gram négatifs (E.coli et Pseudomons aeruginosa) ont montré une résistance vis-a-vis les
différents extraits.

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant de I’huile végétale a été realisée en utilisant la méthode
du piégeage du radical libre DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl). Les résultats obtenus ont
indiqué que I’huile végétale de Nigella sativa posseéde une activité antioxydante importante
dont la valeur d’IC50 est de I’ordre de (309 pg/ml). Cette valeur est supérieure a celle
enregistrée par I’acide ascorbique (272 pg/ml).

Mots clés :Nigellasativa, huile végétale, polyphenols, flavonoides, antimicrobien,
antioxydant.



Abstract

The objective of this study is to evaluate the antibacterial and antioxidant properties of
different extracts; vegetable oil, aqueous extract, methanoic extract and powder obtained from
Nigella sativa seeds.

The phytochemical analysis made by the screening revealed the presence of anthocyanins,
glucosides, gallic tannins, flavonoids, alkaloids and the absence of mucilage and catechinic
tannins in the seeds of nigella.

Dosages of polyphenols and flavonoids in vegetable oil, methanoic extract and aqueous
extract showed that the highest content was obtained in the vegetable oil (81.91 mg EAG/g E
and 5.71 mg EC/g E respectively).

Antibacterial activity was tested by the method of spreading the discs on a solid medium (the
aromatogram), against four reference bacterial strains. The results obtained revealed that
vegetable oil and methanoic extract showed inhibition on two Gram-positive strains
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis), the best inhibition wasthat of the methanoid extract
on S. aureus with a significant inhibition diameter of the order of 24mmz=0.47, Gram-
negative strains (E. coli and Pseudomons aeruginosa) showed resistance to the extracts.

The evaluation of the antioxidant power of vegetable oil was carried out using the free radical
trapping method DPPH. The results obtained indicated that Nigella sativa's vegetable oil
showed moderate antioxidant activity with an IC50 value of about (309 pg/ml), which is
higher than that recorded by ascorbic acid (272 pg/ml).

Keywords: Nigella sativa, vegetable oil, polyphenols, flavonoids, antimicrobial, antioxidant.
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Introduction

La recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de sources
naturelles a conduit a la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles qui
commencent & jouer un role majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines
(Dumaset al, 2002).

A cet égard, les extraits de plantes sont généralement considérés comme une source riche en
composés naturels antimicrobiens qui ont été largement étudiés, et sur lesquels sont basées les
médecines traditionnelles. De méme, selon ’OMS (2008), plus de 80% de la population
mondiale utilisent les plantes médicinales pour traiter plusieurs maladies (Pierangeli et al.,
2009).

Le pouvoir de guérison des plantes provient des effets de leurs métabolites secondaires. Ces
métabolites interviennent dans la défense contre les parasites pathogenes. On distingue
plusieurs groupes métabolites notamment les phénols (simples phénols, acides phénoliques,
quinones, flavonoides, flavones, flavonols, tannins et les coumarines), les alcaloides, les

terpénoides et polypeptides (Cowan, 1999).

Des techniques chimiques (extraction, distillation,....etc), peuvent permettre l'isolation du
principe actif pour I'utiliser en pharmacie. Ces remedes naturels sont bien souvent trés
efficaces avec moins d'effets secondaires reconnus que beaucoup de médicaments de
synthése, mais peuvent néanmoins étre mortels ou toxiques pour I'organisme lorsqu'ils sont
mal utilisés (Duraffourd et al, 1997).

L'Algérie par sa position biogéographique offre une trés grande diversité écologique et
floristique, estimé a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques (Hanifi,
1991).

Parmi les plantes médicinales les plus utilisées on trouve Nigella sativa et particulierement ses
graines. De nombreux composés naturels isolés a partir de cette plante ont démontré un large
spectre d'activité biologique. Parmi ces différents extraits les huiles végeétales se sont avérées
avoir divers effets pharmacologiques: comme antispasmodique, carminative, hépato
protecteur, antiviraux, anticancéreux, antibactérien (Bowles, 2004; Lahlou, 2004) et
antioxydants (Viuda-Martos et al, 2011).

Les propriétés thérapeutiques des graines de la nigelle peuvent étre dues, soit a I’effet de son

huile végétale ou bien de ses huiles essentielles ou encore des autres principes actifs (tanins,
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flavonoides ...etc.).Ces différents extraits peuvent aussi agir en synergie lorsque la graine est

utilisée en totalité sous forme de poudre.

Dans ce contexte et dans le but de prouver et mettre en évidence 1’efficacité¢ des différents
extraits des graines de Nigella sativa, nous nous sommes intéresses a évaluer les activités
antibactériennes et antioxydant de différents extraits: huile végeétale, huile essentielle,
extraits méthanoique, extrait aqueux et de la poudre des graines de nigelle. Nous avons fixé

comme objectifs :

- Extraction de I’huile végétale et de I’huile essentielle.

- Préparation de I’extrait méthanoique et 1’extrait aqueux.

- Analyse phytochimique qualitative des graines de nigelle par un
screeningphytochimique.

- Dosage des polyphenols et des flavonoides des différents extraits : I’huile végétale,
I’extrait méthanoique et 1’extrait aqueux.

- Evaluation de I’activité antibactérienne des différents extraits et de la poudre de
graines de nigelle.

- Etude de ’activité antioxydant de I’huile végétale
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1. Généralités

La nigelle a éte trouvée sur la tombe de Toutankhamon, elle était considérée par les
Egyptien de I’antiquit¢ comme une panacée. Chez les Grecs anciens, la nigelle était
considérée comme un remede précieux dans le traitement des affections hépatiques et
digestives. Pour Dioscoride (médecin Grec du premier siecle et auteur de De Materia
Medica), les graines de nigelle étaient utilisees pour traiter les maux de téte, les algies
dentaires, la congestion nasale et comme diurétique. Ces graines ont été aussi utilisées pour
favoriser les menstruations, combattre les vers intestinaux et comme galactagogues (Ghedira
et Le Jeune, 2010).

Nigella sativa est connue depuis 1’antiquité par ses propriétés curatives, c’est une herbe
annuelle originaire de la région méditerranéenne, notamment la Syrie, la Turquie et les pays
d’Afrique du nord, elle est maintenant cultivée dans plusieurs régions du monde notamment
en Moyen Orient, et Asie Occidentale, en Inde, en Iraq (Hawssawi et al, 2001). Elle est
cultivée dans les régions tropicales et semi arides (Rajkapoor et al, 2002). Les pays
producteurs de la nigelle sont principalement la Syrie, I'Egypte, I'Arabie Saoudite, la Turquie,
I'lran, le Pakistan et I'Inde (Kokdil et al, 2005).

En Algérie, la nigelle est cultivée uniquement de maniére traditionnelle principalement dans

les oasis. La culture de cette espece est peu développée (Anonyme, 2000).

2. Dénomination et classification:

Le nom de Nigella provient du latin nigellus "noiratre”, la nigelle a des petites graines
aromatiques menées d’un noire intense communément connues sous le nom de cuminnoire,
black seed en anglais, Habbat el baraka ou encore El habbahsauda dans les pays arabes,
Sinoudj en Algérie (Ghedira, 2006)

La famille des renonculacées comprend une trentaine de genres et environ 1200 espéces
(Negre, 1962). Le genre Nigella L. (Ranunculaceae) inclut environ 20 especes diffusées dans
les régions meéditerranéennes et en Asie occidentale (Kokdil, 2005).
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Selon la classification botanique des Angiospermes de Cronquist (1988) basée sur les criteres
morphologiques, anatomiques et chimiques, Nigella sativa est une plante a graines, donc elle

fait partie de I’embranchement des Spermaphytes.

La classification botanique de la nigelle donnée par Guignard (2001) est montrée dans le

tableau suivant :

Tableau 01 : Classification de Nigella sativa (Guignard 2001).

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Renonculales
Famille Renonculaceae
Genre Nigella
Espéce Nigella sativa

3. Description botanique :

Nigella sativa est une plante annuelle herbacée a tige dressée, cotelée, anguleuse et rameuse
(fig 1) d’une soixantaine de centimétres de hauteur (Bonnier, 1990 ; Ghedira, 2006)

Figure 01 : Tige de Nigella sativa.

Les feuilles pennatisquées, divisées en lobes étroits, sont lancéolées a linéaires et présentent
des onglets nectariféeres (fig 2). Elles ressemblent a des pattes d’araignée ou bien

s’apparentent au fenouil, d’ou son surnom « fleur de fenouil ». Les feuilles inférieures sont
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petites et pétaloides et les supérieures sont longues. Elles sont disposées en face a face
(Moussaoui, 2013).

Figure 02 : Feuilles de Nigella sativa.

Les fleurs sont solitaires (fig 3), axillaires et terminales, bisexuées, radiales, trés riches en
Nectar (Bonnier, 1990). Elles sont petites a pétales blanchatres et sépales pétaloides et

présentent de nombreuses étamines insérées sur le réceptacle (Ghedira, 2006).

Figure 03 : Fleurs de Nigella sativa.

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 (Bonnier, 1990). Chaque
capsule (fig4.a) contient plusieurs graines triangulaires blanchatres et a maturité, elles
s’ouvrent et I'exposition des graines a l'air les rend noire, ses graines sont ovoides (fig4.b) de

2 a 3.5 mm présentent 3 a 4 angles avec une face supérieure finement granuleuse et réticulée
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(Ghedira, 2006). Au broyage elles degagent une odeur fortement aromatique, tenant du

poivre et de I’anis et aussi de la noix de muscade (Wichtl, 2003).

-
© 2QOM-NATURE.FR ‘ ‘

3Figure 04 : capsule (a) et graines (b) de NigeIIaAsativa.

4. Utilisation :

4.1. Usages traditionnels et thérapeutiques :

Cette plante occupe une place spéciale pour son grand spectre d'application médicale dans la
civilisation islamique, d( au hadith du Prophete Mohammed (salut et miséricorde de Dieu
soit sur lui) : « Soignez-vous en utilisant la graine noire, car elle contient un reméde pour
toutes les maladies a I'exception de celle qui est toxique, donc équivaut la mort ». (Al-Bukhari
n°5687).Ces paroles sont restées pour longtemps un mystére pour la science jusqu'a l'arrivée
destechniques modernes qui ont réussi a prouver les vertus thérapeutiques des graines de cette

plante miraculeuse (Meziti, 2009).

Les investigations pharmacologiques sur les extraits de graines de nigelle indiquent un large
éventail d’activités allant d'une amélioration de la réponse immunitaire (Medinica et al.,
1994) jusqu'a un effet antihistaminique (Kanter et al., 2006), antidiabétique (Al-Hader et
al.,1993), anti-hypertensif(El Tahir et al., 1993), antioxydant (Ramadan et Mérsel, 2003),
anti-tumoral(Ait Mbarek et al., 2001) et anti-inflammatoire (Houghton et al., 1995).
Cette activité peut englober un effet anti-ulcéreux(Rajkapoor et al., 2002) et méme une
action antimicrobienne (El-Alfyet et al., 1975).
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Ibn al-Qayyim affirme aussi dans le chapitre « La medecine prophétique » de son ouvrage «
Le bagage pour l'au-dela » que L'application de I'huile de nigelle avec d’autres éléments
('huile d'olive, du miel dabeille, de la graines de girofle et d’orge pilées, ainsi que le
vinaigre) peuvent soigner plusieurs maladies telles que le rhume, la migraine hémi-
céphalique, le mal de dent, le traitement de l'insomnie et de l'insuffisance respiratoire,

I'asthme, les maux de I'estomac et des intestins. (Blumenthal et al., 2002).
4.2. Usages comme épice :

Les graines de nigelle entiéres ou moulues sont utilisées comme épice. Elles servent a
saupoudrer le pain, le Nan (pain de régions d’Asie centrale et du sud) et les patisseries, les
plats sucrés, les fromages, les sauces et les soupes pour les rendre plus appétissants. Elles sont
également utilisées en accompagnement des graines de sésame dans la cuisine traditionnelle

d’Asie, et sont ajoutées a différents plats selon les envies (Vonarburg, 1998).

Dans la région du Bengale, entre I’Inde et le Bengladesh, 1e cumin noir entre dans les recettes
de légumes secs et dans la composition de certains mélanges d’épices comme le panchphoron,
composé de cing épices : le cumin, le fenouil, la moutarde, le fenugrec et la nigelle
(Panchphoron, 2012).

En Afrique du nord, la graine de nigelle moulue entre dans la composition du ras el hanout, un
mélange de 24 & 27 épices. En Egypte, les graines pulvérisées aromatisent le café a raison de
6 cuilleres a café pour une cuillere de nigelle. En France, on ’utilise comme le poivre. En
Algérie, les graines de nigelle sont utilisées beaucoup plus dans la boulangerie. Du point de
vue artisanal, ces graines sont aussi utilisées pour garnir le pain traditionnel (khobz el dar)
(Vonarburg, 1998).

Les graines de Nigella sativa étant trés utilisées dans 1’alimentation, ces données permettent

déja de les qualifier comme ayant une bonne valeur nutritive (Nergiz, 1991).

5. Composition :

5.1. Lacomposition chimique :

La composition générale des graines de Nigella sativa montre une teneur relativement

importante en glucides (33-34 %), en lipides avec (30-35 %) et en protéines avec (16- 21%).

Une approximation de la composition chimique est donnée dans le tableau 02 :



Chapitre | : Synthése bibliographique

Tableau 02 : Composition des graines de Nigella sativa, (Ansari, 1988 ; Aljassir, 1992).

Constituant Quantité %
Lipides 30-35
Protéines 16-21
Glucides 33-34
Fibres alimentaires 4,5-6,5
Sels minéraux 3,7-7
Saponines 0,013

Des travaux sur la composition minérale de la graine de N. 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, 1993), la
teneur des graines en sélénium a été également déterminée, elle représente 0,27-0,54 mg/kg
des graines (Al-Saleh et al 2006).

Les graines de N. sativa renferment environ 0,4-2,5% d’huile essentielle, une forte teneur en
huiles grasses (plus de 30%) constituée des esters du glycérol, des acides linoléique, oléique
et palmitique ; mais aussi de phospholipides, glycolipides, tocophérols, stérols particuliers et
surtout de dérivés phénoliques actifs : thymoquinone, thymohydroquinone et thymol
(Dominiczak, 1991 ; Hashim, 1982).

5.2. Les composés phénoliques :

Les polyphénols de Nigella sativa (Figure 4) sont les plus actifs pharmacologiquement. A
partir de I'huile, 04 constituants ont été isolés et identifiés structuralement par HPLC et RMN
; la thymoquinone, le dithymoquinone, lethymohydroquinone et le thymol (Gilaniet al., 2004
; Ghedira, 2006).

Parmi les polyphénols, les flavonoides représentent une trés large gamme de composés
naturels, et sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux, dont plusieurs

sont responsables de couleur vive des fleurs, des fruits et des feuilles.

En 1997, Metfort a été le premier scientifique a isoler et déterminer la structure de trois

nouveaux flavonoides a partir des graines de N. sativa(Merefort | et al, 1997).

Une étude meneée en 2008 sur des extraits methanoliques obtenus a partir des parties aériennes
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et des racines de Nigella sativa a permis d’isoler de nombreux flavonoides et acides phénols.
L’analyse du contenu phénolique par RP—HPLC a révélé que I’acide vanillique est le composé
majeur dans les parties aériennes et les racines, présentant des teneurs de 143,21 et 89,94 mg

par 100 g de matiére séche (Bourgou S et al, 2008).
5.2.1. Lesalcaloides :

Les alcaloides, composés azotés basiques, sont des substances organiques d'origine naturelle,
le plus souvent végétales. Ils ont une structure complexe, avec un atome d'azote inclus dans
un hétérocycle. lls existent sous la forme soluble, de sels ou sous celle de combinaison avec
les tannins. A faibles doses, certains présentent des activités thérapeutiques mais a fortes
doses, ils peuvent étre tres toxiques. Les principaux alcaloides extraits des graines de N. sativa
sont (Rahman M et al, 1985) :

e Lanigellicine et la nigellidine, avec un noyau indazoléique.

e L’isoquinone nigellimine et sa dérivee la nigellimineN-oxyde.

e Huit alcaloides diterpéniques type-dolabellane, mis en évidence sous le nom de
nigellamine Al, A2, A3, A4, B1, B2, C.

5.2.2. Les Saponosides :

Les saponosides forment une classe particuliere de terpénoides constituée d’hétérosides de
triterpenes ou de stérols. Ils sont largement distribués dans les végétaux. Solubles dans 1’eau,
ils libérent par hydrolyse un ou plusieurs oses et une génine (ou aglycone), en formant une

solution moussante ce qui explique leur propriété tensioactive.

La premiere saponine de Nigella sativa fut isolée au XIXéme siécle par Greenisch en 1882 et

nommée mélanthine, dont I’aglycone est I’hédéragénine (Greenish H, 1880).

Depuis, plusieurs autres saponosides apparentées a 1’a-heédérine ont été isolées. Les graines de
Nigelle renferment plusieurs saponosides dont la génine est toujours 1’hédéragénine, une

éninetriterpénique. Ces saponosidespeuventcontenir 2, 3 ou 6 sucres.

6. Toxicité :

Les graines de nigelle sont largement consommées comme épice et comme plante médicinale,
il est important donc de savoir que la toxicité de la nigelle est pratiquement nulle en ce qui

concerne la consommation des graines, de I'huile ou de I'extrait aqueux. Seules la
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thymoquinone et I'huile essentielle possédent une toxicité chez la souris en injection intra
péritonéale. Cependant, il manque encore des études sur la tolérance cutanée de I'huile, la
mutagénicité et la toxicité de I'huile essentielle par voie orale (Fabienne Orsi, 2005).

7. Huile essentielle :

L’huile essentielle de la nigelle s'obtient par distillation a la vapeur d'eau de I'huile
végétale obtenue par premiére pression a froid. Sa composition peut varier énormément
suivant les pratiques culturales de la plante et les conditions environnementales. On obtient
entre 1,4 a 1,9 % du poids de I’huile fixe et 0,18 a 0,50 % du poids des graines (Benkaci-Ali
Fet al, 2006). L’analyse de cette huile par GC-MS réalisée par 1’équipe de Bucar (2000) a
permis d’identifier 32 composants, dont la majorité d’entre eux sont ;lathymoquinone (27,8%-
57 %), p-cymene (7,07-15,83 %), carvacrol (5,8-11,6 %), longifolene (1,2-8 %), 4-terpinol
(1,98-6,59 %), et le tanethol (0,25- 4,28 %) (Burits M et al, 2000).

L’huile essentielle de Nigella sativa L cultivée au Sahara algérien (Timimoune et Adrar),
extraite par deux méthodes différentes; 1’hydro distillation et distillation par micro-onde a été
analysée par CPG et GC-MS, 112 composés ont été identifiés et caractérisés, le p-cyméne
représente toujours le composé le plus abondant suivi de la thymoquinone (Benkaci-Ali et al
2007).

8. Huile végetale :

Généralement les huiles végétales Nigella Sativa extrait a froid sont majoritairement
composées de triglycérides (57,50%) et contiennent une faible fraction de lipides polaires
(3,70%), des monoacyl-glycérol et diacyl-glycérol avec des proportions respectives de 4,80%
et 5,10%. On y trouve aussi des stéerols libres et estérifiés (Tableau 3)(Ramadan M. F et al
2002). L’huile obtenue par pression a froid est de couleur jaune doré, alors que celle extraite
par solvant est jaune brunatre ; ceci serait d0 a la capacité du solvant a extraire les pigments

liposolubles et les oléorésines présentes dans les graines de Nigelle.
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Tableau 03 : Taux des lipides de I’huile fixe de Nigella sativa extraite par différentes
Méthodes (Atta, 2003).

Extraction  par  pression | Extraction & chaud par

Composants a froid (%) solvant apolaire (%)

Lipides polaires 03.70 04.80
Monoacyl-glycerol 04.80 05.70
Diacyl-glycerol 05.10 04.10

Stérols libres 03 05

Inconnu 05.40 04.50

Acides gras libres 14.20 08.30
Triacyl-glycerol 57.50 63..20

Stérols esters 02.50 04.40

9. Activites biologiques et propriétés pharmacologiques de Nigella sativa :

9.1. Activité antimicrobienne :

Les différents extraits des graines de Nigella sativa présentent un large spectre d’inhibition
vis-a-vis de nombreuses souches bactériennes. tels que; Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa(Hanafy et Hatem, 1999 ; Morsi, 2000 ; Khan et al., 2003).

L’huile essentielle méme diluée a 1%, la dithymoquinone ainsi que 1’extrait méthanolique
exercent une importante activité antibacterienne sur des germes Gram positif et Gram négatif,
(Agrawal et al., 1979 ;Aljabreet al., 2005).

L’huile de la Nigelle posseéde également un pouvoir inhibiteur supérieur a celui de la
gentamicine sur une vingtaine de souches de Listeria monocytogenes (Nair et al., 2005).
Différents extraits bruts issus de la graine ont été testés vis-a-vis de germes antibiorésistant
(16 Gram négatifs et 6 Gram positifs), les alcaloides totaux et le décocté se sont révélés étre

les extraits les plus actifs, notamment a 1’égard des bactéries a gramme positif (Morsi, 2000).

12
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L’huile fixe présente ¢galement une excellente activité antifongique, notamment sur
Aspergillus niger (Aggarwal et al., 1979). Par ailleurs, 1’extrait a 1’éther et la thymoquinone
exercent une activité inhibitrice sur huit especes de dermatophytes (Aljabre et al., 2005). En
plus des activités antibactériennes et antifongiques, 1’huile de Nigella sativa possede aussi un

effet antiviral vis-a-vis le virus de I’herpés : cytomégalovirus murin (MCMYV) (Salem, 2005).

9.2. Activité antioxydante in vitro :

L’huile fixe de Nigella sativa ainsi que la thymoquinone (composé majoritaire dans
I’huile essentielle) inhibe la lipoperoxydation lipidique non enzymatique dans les
liposomes (Houghton et al., 1995). La thymoquinone, le carvacrol, le trans-anéthole et les
4 terpinéols (composés majoritaires de I’huile essentielle) exercent un important effet
piégeur de radicaux libres (Burits et Bucar, 2000). Ces mémes constituants sont
responsables de propriétés antioxydants variables sans présenter d’effet pro-oxydant
(Swamy et Huat, 2003 ; Ilhan et al., 2005) . L’huile fixe et ses fractions, lipides neutres,
glycolipides et phospholipide, montrent une activité antioxydante vis-a-vis des deux
radicaux libres stables (DPPH et le radical glavinoxyl). Cette activité antioxydant est
corrélée avec la teneur en acides gras polyinsaturés, en composés insaponifiables et en
phospholipides, de méme que la valeur peroxyde initiale de I’huile (Ramadan et Morsel,
2003).

A coté de I’huile, qui a été largement étudiée pour ses propriétés antioxydantes, les extraits
méthanoique et aqueux des graines de Nigella sativa délipidées ont présenté une activité anti-
oxydante importante, comparable a celle du TBHQ (tert-butyl hydroquinone) (Atta et

Imaizumi, 1998).

9.3. Activité anti-inflammatoire :

La propriété anti-inflammatoire des graines de Nigella sativa est bien reconnue depuis des
siecles, elle est recommandée pour le traitement des maladies inflammatoires.
Plusieurs travaux rapportent que la thymoquinone (TQ) est le principe actif essentiel
responsable de 1’effet anti-inflammatoire des extraits de Nigellasativa; la TQ s'est avéree
étre un puissant inhibiteur de la thromboxane B2 et des leucotriénes B4 par I’inhibition
respective des cyclooxygénase et lipooxygénase(E1-Dakhakhny et al., 2002 ; Hajhashemi
et al., 2004). C’est un inhibiteur efficace de la production des leucotrienes par 1’inhibition

de la Leucotriéne-C4-synthase (LT4 synthase) (Mansour et Tornhamre, 2004). Plusieurs
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auteurs ont étudi¢ 1’éventuelle activité anti inflammatoire d’extraits ou de composés purs
issus de Nigella sativa, En 2002, EI-Mahmoudy et al démontrent que la TQ
inhibe la production de NO par la réduction de I’expression de I’ARNm du NOS.
Cependant, I’activité¢ de I’huile fixe sur les cyclooxygénases et lipooxygénases est plus
importante que la TQ elle-méme; ’activité anti-inflammatoire n’est pas donc entierement
due a la présence de la TQ. Des acides gras insaturés de type C20: 2 semblent étreimpliqués.
Donc les composants des huiles de Nigella sativa agissent avec trois types de mécanismes
anti-inflammatoires ; I’inhibition de la production d’eicosanoides, I’inhibition de la synthése
de prostaglandines et la diminution de la production de monoxyde d’azote (Houghton et al.,
1995 ; Gilani et al., 2004).
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Notre travail s’est étalé sur une période de 6 mois (janvier-juin 2019), au niveau des
laboratoires suivants :

- Laboratoire de recherche des plantes aromatiques et médicinales du département de
biotechnologie, université¢ de Blida 1, ou a été réalisée I’extraction de 1’huile végétale.

- Laboratoire d’hygi¢ne de la wilaya de Tipasa ou ont été réalisées d’autres extractions
(extraits aqueux et méthanoique), et les tests de 1’activité antibactérienne et de
I’activité antioxydant.

1. Matériel

1.1. Matériel vegétal
Le matériel vegétal consiste & des graines de la plante médicinale : la nigelle (Nigella sativa).
Les graines ont été achetées durant le mois de janvier 2019, au niveau d’une herboristerie

située a EI Affroun (wilaya de Blida).

1.2.  Matériel microbiologique
Les tests antibactériens ont été effectués sur des souches de références (Tableau 04) qui ont

éteé fournis par le laboratoire d’hygi¢ne de la wilaya de Tipasa.

Ces especes bactériennes ont été choisi parce qu’elles représentent les especes a Gram
positif et a Gram négatif les plus communes, responsables d’infections nosocomiales et

résistantes aux antibiotiques (Levy, 2001).

Tableau 04 : Espéces bactériennes testées

Espéces Gram positif Especes Gram négatif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli ATCC 25922
Bacillus subtilis ATCC 6633 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

2. Meéthodes

2.1. Extraction des huiles essentielles

Principe
Les huiles essentielles ont été extraits par hydrodistillation. Cette méthode consiste a

immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un
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alambic rempli d’eau distillée qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont
condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différentes densité
(BRUNETON, 1999).

Mode d’opératoire

Mettre 90g des graines sec dans un ballon rond de 1000 ml et introduire 750 ml d’eau dans le
méme ballon.

Chauffer le contenu avec une chauffe ballon. La vapeur se change de substance volatils, puis
condensé grace un réfrigérant, Poursuivre la distillation jusqu'a obtention de maximum des
HE, La récupération des HE est faite aprés la lecture du rendement a 1’aide de la burette

graduée attaché a I’appareil.

2.2.1. Détermination du rendement en huiles essentielles

Le rendement est obtenu par rapport a la matiére végétale seche et exprime selon la formule

ci-dessous :

RH: (V/M MV)lOO

Ou:
Ry: Rendement des huiles essentielles en (ml) par apport a 100g de matiére seche (%).
V : volume d’huile essentielle en (g).

Mwmv: masse de la matiére végétale séche (g).

2.2. Extraction des huiles fixes végétales

L’extraction de I’huile végétale est réalisée selon le protocole de Ramadan et Morsel
(2002). Au préalable, les graines sont débarrassées des débris terreux et végétaux puis
broyées a I’aide d’un broyeur électrique. Un poids donné (20 g) de ce broyat est disposé dans
une cartouche cellulosique, puis la cartouche est introduite dans 1’extracteur «Soxhlet» équipé
a sa base d’un ballon contenant 300 ml d’éther de pétrole. Le solvant est porté a ébullition a

I’aide d’une chauffe ballon pendant 3 heures.
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Les huiles fixes contenues dans la phase organique sont récupérées apres évaporation rotative
a température de 40C° puis le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante :

P1-P2
MG 9% = ——x100
/o ME

Ou
P1 : poids du ballon aprés évaporation
P2 : poids du ballon vide

MG : taux de la matiére grasse

2.3. Préparation des extraits méthanoiques

Une prise d’essai de 5g de poudre des gaines de Nigella sativa a été mise a macérer dans 50
ml de méthanol absolu sous agitation magnétique pendant 30min. L’extrait a ensuite été
stocké a 4°C durant 24 h, filtré et le solvant évaporé a sec sous pression réduite a 50°C a

I’aide d’un évaporateur rotatif (Falleh et al. 2008).

La fraction retenue a partir du produit filtré subira la méme opération qui sera répétée encore
une deuxiéme fois. Les deux extraits obtenus vont étre séchés a I’aide de 1 évaporateur rotatif

et récupérer par du méthanol.

Le tout est conservé dans des tubes recouverts par du papier aluminium afin d'éviter la photo-
oxydation, a 4°C jusqu'a l'utilisation. Le rendement de I'extrait est calculé par la formule

suivante :

[ R% =M/Mo x 100 ]

R%: Rendement exprimé en pourcentage.
M : Masse en gramme de l'extrait résultant.

Mo : Masse en gramme du matériel végétal traiteé.

2.4. Préparation des extraits aqueux

10g de poudre des graines de Nigella sativa dissous dans 150ml d’eau distillée ont été
chauffés a reflux pendant 2h, Aprés filtration; le filtrat a ensuite été évaporé a sec sous
pression réduite a 65°C a 1’aide d’un évaporateur rotatif et récupérer par de 1’eau

physiologique (Majhenic et al., 2007).
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Le tout est conservé dans des tubes recouverts par du papier aluminium afin d'éviter la photo-
oxydation, & 4°C jusqu'a l'utilisation. Le rendement de I'extrait est calculé par la formule

suivante :

[ R% =M/Mo x 100 ]

R%: Rendement exprimé en pourcentage.
M : Masse en gramme de l'extrait résultant.

Mo : Masse en gramme du matériel végétal traite.

2.5.  Test du screening phytochimique

Ce test consiste a détecter les différentes familles chimiques existantes dans la partie étudiée
de la plante soit sur la poudre de broyat, soit sur un infusé par les réactions qualitatives de
caractérisation. ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration

par des réactifs spécifiques a chaque famille de composeé (bouyer, 1996 ).

2.5.1. Préparation de I’infusé
A 10 g de poudre végétale, sont ajoutés 100 ml d’eau distillée bouillante, laiss¢ infuser
pendant 15 min avec agitation de temps en temps, apres filtrer récupére le surnageant a 1’aide

d’une pipette.

2.5.2. ldentification de quelques métabolites secondaires

= Les anthocyanes

A 5 ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’ammoniaque 2. L apparition d’une couleur

rouge, indique la présence des anthocyanes.
= Lestanins

A 5 ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’une solution de Feclz a 5%. la réactions

donne une coloration bleue noir en présence des tanins.
v' Les tanins catéchiques

15 ml d’infusé, sont additionnés a 7 ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol a 40 % et 5ml

d” HCL concentré. La réaction donne une coloration rouge en présence des tanins catéchique.

v’ Les tanins galliques
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A 5 ml d’infusé, sont ajoutés 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCls. La

réaction donne une coloration bleue foncée en présence des tanins galliques.
= Les flavonoides

A 5 ml d’infusé, sont additionnés 5 ml d’HCL, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool isomylique.

La réaction donne une coloration rouge en présence des flavonoides.
= Lesalcaloides

Introduire 1 g de poudre végétale dans un tube a essai, ajouter 10 ml d’acide sulfurique 10 %.

Agiter énergiquement pendant 2 min et filtrer, ajouter 2 gouttes du réactif de Dragendorff.
Résultats : appariation d’un précipité rouge orangé.
= Les glucosides

A 2 g de poudre végétale, sont ajoutées quelques gouttes d’acide sulfurique. La formation

d’une coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des glucosides.
= Les mucilages

On Introduit 1 ml de I’infusé dans un tube et on lui ajoute 5 ml d’éthanol absolu, 1’obtention

d’un précipité floconneux indique la présence des mucilages.
2.6. Dosage des composés phénoliques

2.6.1. Dosage des polyphénols
v Principe

Le contenu en polyphénols est mesuré par la méthode de Folinciocalteu dont le principe
repose sur la réduction du réactif de Follin par les composés phénoliques. Cette réaction

d’oxydation des phénols s’accompagne par ’apparition d’un complexe bleu et qui est

stabilisé par 1’adition de carbonate de sodium (NaCO3) (Dif et al., 2015).
v" Mode opératoire

Les différentes étapes de La méthode adoptée pour le dosage des polyphénols, décrite par
Kim et al (2003) sont montrées dans la figure 05 :
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100 pl de I’extrait, dilu¢ dans le
méthanol (1Tma/mN

{

1 ml du réactif de Folin—Ciocalteu
(10 fois dilué)

i

Incubation 5 minutes a 1’obscurité

I
1 ml (Na2CO3) & 7%

Il

La solution est diluée par 400 pl
d’eau distillé

i

Réincubation pendant 90 min dans
I’obscurité

Il

L’absorbance est mesurée a 750 nm

Figure 05: Dosage des polyphenols des extraits de nigelle.

NB : un blanc a été préparé en mélangent le réactif de Folin-Cioclateu (1ml) avec Na2CO3 (7 %) a

volume égale.

v’ Expression des résultats

Les concentrations des phénols totaux ont été exprimées en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme d’extrait (MgEQAG/g E), calculées en se référant & une courbe

d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions réactionnelles avec 1’acide gallique comme

phénol standard par la formule suivante :

[ TCP=C.V/m }

Ou:
C: Concentration de
V: Volume de solvant utilisé pour

m: Masse en grammes de la prise d’essai.

TCP : teneur en composé phénolique.
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2.7. Dosage des flavonoides

v Principe

Le dosage des flavonoides totaux est estimé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3) dont le principe est basé sur 1’oxydation des flavonoides par le AICI3 entrainant ainsi

la formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 510nm (Dif et al., 2015).

v" Mode opératoire

Les différentes étapes de La méthode adoptée pour le dosage des flavonoides, décrite par

Djeridane et al (2000) sont montrées dans la figure 06 :

1 ml de ’extrait

g

1 ml d’AICI3 a 2%

g

Incubation a I’obscurité pendants
30 minutes

{1

L’absorbance est mesurée a 415
nm

Figure 06 : Dosage des flavonoides des extraits de nigelle.

NB : un blanc a été préparé en Iml d’AICI3 (2%).

v' Expression des résultats

La concentration des flavonoides contenus dans I’extrait de nigelle est exprimée en
milligramme équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EqQ/g E) a partir d’une
courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions réactionnelles avec la quércetine

comme standard.

2.8. Etude de P’activité antimicrobienne

2.8.1. Meéthode de diffusion des disques sur milieu solide (aromatogramme)
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Cette technique a été décrite par plusieurs auteurs ( Zaika, 1989 ; Tyagi et al., 2013). C’est
la méthode que nous avons adopté pour évaluer le pouvoir antimicrobien des extraits de la
nigelle. Elle est basée sur une technique utilisée en bactériologie, 1’antibiogramme. Le
principe de cette methode repose sur la diffusion du produit a tester (avec une concentration
connue) en milieu solide, dans une boite pétri préalablement ensemencée. L’agent
antimicrobien diffuse dans le milieu, créant une zone claire d’inhibition de croissance du

germe, autour du disque chargé d’agent antimicrobien (figure 07).

- Zone
Boite de Pétri— ———_ - 1= dhinbition

Milieu de
cuiture gélosé

Figure 07 : Détermination in vitro du pouvoir antibactérien.

v' Préparation de ’inoculum :

Chaque espéce est ensemencée au préalable sur une gélose nutritive, pour obtenir une
culture de 18 a 24 h. Ensuite, 4 a 5 colonies bactériennes bien isolées sont mises en

suspension dans des tubes contenant 5 ml de 1’eau physiologique a 0,9 % NaCl.

v Préparation des milieux de culture :

- Liquéfier le milieu de culture Muller Hinton pour les bactéries dans un bain marie.

- Sous hote a flux laminaire, verser aseptiquement le milieu de culture gélosé sur les
boites de Pétri a raison de 20 ml par boite.

- Fermer et laisser refroidir et solidifier a température ambiante, et conserver dans des

conditions évitant toute contamination ou modification de leur composition.

v" Ensemencement :

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage a partir d’un inoculum. A I’aide d’un
écouvillon stérile, introduit dans la suspension bactérienne et essoré contre la paroi interne du

tube, réaliser des stries paralleles et aussi serrées que possible a la surface d’une boite de Pétri
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préalablement coulée avec la gélose de Mueller- Hinton. Répéter 1’opération trois fois en

tournant la boité 60° et en tournant I’écouvillon sur lui-méme.
v Préparation et dép6t du disque :

Des disques de papier filtre, de 6 mm de diamétre, sont préparés et stérilisés. lls sont
ensuite imprégnés de 10 et 30 pl de chaque extrait testée, et déposés a la surface de la boite
de Pétri ensemencée. L’opération est répétée trois fois. Les boites de Pétri ainsi preparées sont

incubées dans 1’étuve a 37°c pendant 24h.
v" Lecture des résultats :

La lecture des résultats se fait par la mesure, a 1’aide d’une régle graduée, du diametre de
la zone d’inhibition formée autour du disque, en prenant la moyenne des trois essais effectués.
(Gulluce et al., 2007). En fonction du diamétre d’inhibition on peut classer les souches

étudiées en souches sensibles, intermédiaires ou résistantes (tableau 05) ( Amana, 2007).

Tableau 05 : degré de sensibilité des souches microbienne selon le diamétre de la zone

d’inhibition.
Echelle de sensibilité des souches Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Non sensible / résistante (-) @ <8mm
Sensible (+) 9 <@> 14 mm
Trés sensible (++) 15 <@> 19 mm
Extrémement sensible (+++) 0>20 mm

2.9. Etude de pouvoir antioxydant de I’huile végétale

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical

DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) selon la méthode décrite par (Burits et Bucar,2000).

2.9.1. Principe
Dans ce test les antioxydants : soit synthétiques ou naturels réduisent le diphénylpicryl-
hydrayl ayant une couleur violette en un composé jaune, le diphénylpicryl-hydrazine (figure
08) dont I’intensit¢ de couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002). La réduction du

radical libore DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV- visible, en
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mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 mn provoquée par les antioxydants (Molyneux,

2004).

+ Antioxydant-OH " I + Annoxydant-0°

DPFH violet) DPPHH (jaunc)

Figure 08 : réaction de test DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) (congo, 2012).

2.9.2. Mode opératoire

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol dont 50ul de chacune des solutions méthanoiques de I’huile végétale testée a
différentes concentrations (200, 400, 600, 800 et 1000 pg/ml) apres agitation sont mélangées
avec 5 ml d’une solution méthanoique de DPPH (0, 0024%).Apres une période d’incubation
de 30 minutes a la température ambiante, 1’absorbance est lue a 517 nm. L'inhibition du
radical libre DPPH par la vitamine C a été également analysée a la méme concentration pour
comparaison. On détermine la cinétique de la réaction et les parametres de calcul de ’activité
antioxydant pour la vitamine C et pour I’huile végétal. L’activité antioxydant a été¢ estimée

selon I’équation suivant :

Abscontrole—Abséchantillon

% d’activité antioxydant = x100

Abscontrole

Ou:
Abs contrdle : Absorbance contréle négatif.

Abs échantillon : Absorbance du composé d’essai.

Les concentrations en huile végétale et en vitamine C, en fonction des pourcentages du DPPH

inhibés, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir I'index 1C50. Ce parametre est
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défini comme la concentration d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du
DPPHEs initiale de 50 %.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

1. Rendements des différents extraits

Les rendements en huile végétale, huile essentielle et en extrait méthanoique des graines de
Nigella sativa sont exprimés en pourcentage par rapport a la matiére végetale seche. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 06 :

Tableau 06: rendement des différents extraits.

Extraits Rendements (%0)
Huile végétale 32.56 + 3.21
Extrait méthanoique 20
Extrait aqueux 30
Huile essentielle 0

L’extraction de I’huile végétale de la nigelle, réalisée par Soxhlet, a permis d’obtenir une
huile de couleur brune jaunatre avec un rendement de 1’ordre de 32.56% + 3.21. En
comparaison avec d’autres travaux, cette teneur en huile fixe est comparable a celle obtenue
pour la nigelle Egyptienne (34.78%) (Atta, 2003), elle est plus élevée par rapport a la nigelle
Tunisienne (27.48%), et plus faible par rapport a la nigelle Iranienne (40.35%) (Cheikh-
Roubou et al, 2007).

Le rendement de I’extrait méthanoique est de 20%, ce résultat est comparable avec celle
reporté par Houcher et al (2007) ou ils ont montré que les graines de Nigella sativa ont un

rendement de 21.5 % d’extrait méthanoique.

L’extraction de I’huile essentielle des graines de nigelle a donné un rendement nul (0 %). Cela

peut étre expliqué par la longue durée et/ou le mode de conservation des graines.

L’huile essentielle de la nigelle s'obtient par distillation a la vapeur d'eau de I'huile

végétale obtenue par premiere pression a froid (Benkaci-Ali Fet al, 2006).
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Selon Kacem et Mraihi, (2006) le rendement de 1’huile essentielle dans les nouvelles graines
séchés au bout de huit heures est plus élevé (0.4 ml par minute) et par 50 gramme.. Ce type de

I’huile volatile peut étre perdu en fonction de temps de stockage.

La composition chimique et le rendement en huiles essentielle varient suivant divers
conditions, I’environnement, le bon matériel végetal, variété de la plante, 1’origine
géographique, le sol, la période de récolte, le séchage, la température et la durée de séchage,
équipement de distillation, les parasites, les virus et les mauvaises herbes (Svoboda et
Deans, 1995) et (Smallfield, 2001).

Toutefois, il est difficile de comparer les résultats des différent extraits, car le rendement n’est
que relative et semble étre lié aux propriétés génétiques des graines ainsi qu’a 1’origine
géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte et aussi aux méthodes

d’extraction appliquées. (Ribérau-Gayon, 1968 ; Scehovic, 1990 ; Owen et Johns 1999).
1.1. Propriétés

Les caracteres de couleur, d’odeur et d’aspect des extraits des graines de la nigelle sont
indiqués dans le tableau 07.

Tableau 07 : propriétés des extraits.

Extrait Aspect Couleur
Huile végétal Huileux limpide
(mobile)
Extrait méthanoique Liquide (mobile)
Extrait aqueux Liquide (mobile)
Jaune clalr
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Poudre Poudre

Noire

2. Le screening phytochimique

L’analyse qualitative de la poudre de la nigelle qui a pour but la mise en évidence la présence
de certains types de métabolites secondaires, a été faite par les réactions qualitatives de
caractérisations. Ces réactions sont basées sur des phénoménes de coloration ou de
précipitation par des réactifs spécifiques a chaque famille de composé.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 08 : Résultats du screening phytochimique de graines de Nigella sativa

Métabolites secondaires Résultats
Anthocyane +
Tanin +
Tanin gallique +

Tanin catéchique -

Flavonoide +
Alcaloide +
Glucoside +
Mucilage -

Présence +, absence-

Sur I’ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que les graines de la plante étudiée
sont plus ou moins riches en métabolites secondaires. Nous notons la présence des
anthocyanes, des tanins galiques, des glucosides, des alcaloides et des flavonoides.
Cependant nous notons I’absence des tanins catéchiques et du mucilage.
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De plus, la graine de nigelle renferme plus d'une centaine de composés dont certains n'ont pas
encore été étudiés ou identifiés, et la combinaison de ces constituants contribue aux
différentes activités pharmacologiques (Toparsian, 2012).

3. Teneurs de polyphénols et de flavonoides

L’analyse quantitative de polyphénols et de flavonoides des différents extraits des graines de
la Nigelle a été déterminée a partir des courbes d’étalonnages de 1’acide gallique et de la
catéchine voir annexe 6.

Le tableau 09 ci-dessous représente les taux de polyphénols et de flavonoides de 1’huile
végétale, de [D’extrait méthanoique et de I’extrait aqueux. Les résultats ont été exprimés
respectivement en (mg EAG/g E), et en (mg EC/g E).

Tableau 09 : Taux de polyphénols et de flavonoides de I’huile végétale, 1’extrait méthanoique
et I’extrait aqueux en (mg EAG/g E), et en (mg EC/g E).

Extraits Teneurs en polyphénols Teneurs en flavonoide
(mg EAG/g E) (mg EC/g E)
Huile fixe 81.91 5.71
Extrait méthanoique 44.29 3.48
Extrait agqueux 22.75 2.57

D’aprés les résultats montrés dans le tableau 09, nous distinguons que la teneur la plus élevée
en polyphénols a été noté pour 1’huile végétale avec une valeur de (81.91 mg EAG/g E), ce
méme extrait renferme le taux le plus élevé en flavonoides (5.71 mg EC/g E) suivi par
I’extrait méthanoique (44.29 mg EAG/g E) en polyphenols et (3.48 mg EC/g E) en
flavonoides. L’extrait aqueux présente le taux le plus faible en polyphénols de (22.75 mg

EAG/g E) et en flavonoides (2.57 mg EC/g E).

Les valeurs des polyphénols des deux extraits ; méthanoique et aqueux (44.29 et 22.75 mg
EAG/g E respectivement) sont supérieurs avec les teneurs trouvées par (Meziti. A, 2009)
(33,64 + 0,34 mg EAG/g),(27,07+ 0,58 mgEAG /g) pour I’extrait méthanoique et aqueux
de la nigelle respectivement. Cependant les valeurs notées dans la présente étude pour les
polyphénols sont inferieures par rapport aux teneurs enregistrées par Boudiaf. (2006)
(191,06 £ 23,34 mg EAGI/g) qui lui, a réalisé une extraction en utilisant le chloroforme
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comme solvant Pour le taux des flavonoides dans 1’extrait méthanoique (3.48 mg EC/g E), ce
résultat est similaire a celui obtenus par Fico et al,. (2001) dont le taux est de 3,8mg/g E.

Le résultats des teneurs en polyphénols dans notre huile végétale est de 81.91 mg EAG/q, il
est supérieur a celui déterminé par Ramadan et al.,(2003) qui ont montré que 1’Huile

végétale contienne 24 + 0,11 mg EAG/g d’extrait.

Perez et al, (2007) ont montré I’effet du traitement de pré-extraction (irradiation ionisante) et
du solvant d’extraction, sur la concentration des composés phénoliques totaux dans les

extraits de nigelle.

Ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures (la température élevée, exposition solaire,
sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tels que les
polyphénols (Falleh et al., 2008). Nous rappelons que nos graines ont ¢té ramenées d’une
région désertique (Bechar) qui est caractérisé par un climat aride. Les conditions

environnementales dures de cette région peuvent expliquer les résultats obtenus.

En effet, la teneur en polyphénols d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinséques (génétique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la

maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Falleh et al., 2008 ; Podsedek, 2007).

A partir de ces données, nous pouvons déduire que les polyphénols représentent la fraction
majoritaire par rapport aux flavonoides dans les deux extrait méthanoique et aqueux.
Ceci est confirmé par certains auteurs (Meziti, 2009 et Boudiaf, 2006) qui ont montré que
les teneurs en composés phénoliques et en flavonoides sont plus élevées dans 1’extrait
méthanoique que dans 1’extrait aqueux.

Au fait, dans cette partie d’étude nous nous intéressons beaucoup plus a la qualité des extraits
en termes d’activité biologique comme I’activité antioxydant et I’activité antibactérienne.
Cependant, la quantification des métabolites secondaires impliqués dans une activité
biologique est utile dans la mesure de servir d’appui pour expliquer les résultats de cette

activité.

Selon Hodek et al, (2002), Ces composés phénoliques sont des antioxydants puissants
susceptibles d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a 1’oxydation des
macromolécules. En effet, les polyphénols sont des composes avec une activité anti-oxydante

prononcée. lls ont la capacité de piéger directement les radicaux libres comme le super oxyde,
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le radical peroxyle, le radical alkoxyle et le OHe par transfert d’hydrogéne (McCord, J.M,
1995).

4. activité antibactérienne

Le degre de sensibilité des souches aux différents extraits de la nigelle été évalués par la
mesure des diamétres des zones d’inhibition (ZI). Les résultats obtenus sont montrés dans le
tableau 10.

Tableau 10 : Diamétres des zones d’inhibitions de 1’huile végétale pure,l’extrait méthanoique
et I’extrait aqueux

Extrait Huile végétale pure Extrait Extrait aqueux
Concentrations V1 V2 V1 V2 V1 V2
Staphylococcus

aureus (gram+) 12.66+£0.47 | 14+0.81 | 14.33+0.47 | 24+0.47 <8 <8
Bacillus

subtilis(gram+) 11+0.81 | 13,33+0.47 | 12+0.81 | 14+0.81 <8 <8
E.coli(gram-) <8 <8 <8 <8 <8 <8
Pseudomonas

aeruginosa <8 <8 <8 <8 <8 <8
(gram-)

Non sensible : @ < 8 mm ; Sensible (+) : 9 <> 14 mm; Trés sensible (++) : 15 <@> 19 mm ; Extrémement

sensible (+++) : ©>20 mm ; V1= 10 ul et V2= 20 ul
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Figure 09: Action de I’huile végétale pure et de 1’extrait méthanoique sur la souche

bactérienne (Staphylococcus aureus).

D’aprés les résultats montrés dans le tableau 10 et les figures ci-dessus, hous constatons que :

La souche Staphylococcus aureus est extrémement sensible a I’effet de I’extrait
méthanoique avec un diameétre d’inhibition de I’ordre de 24+0.47.

La souche Bacillus subtilis est sensible a 1’effet de I’huile végétale et I’extrait
méthanoique.

Les souches E.coli et Pseudomonas aeruginosa sont des souches non sensibles

(résistantes) vis-a-vis les différents extraits (D < 8).

On déduit que :

L’huile végétale pure et I’extrait méthanoique ont montré un effet inhibiteur sur les
deux souches bactériennes Staphylococcus aureus et bacillus subtilis.

’activité antibactérienne est plus importante a V2 (20ul d’extrait) par rapport a V1
(10ul d’extrait) pour I’huile végétale et 1’extrait méthanoique.

L’action de I’huile végétale pure et de I’extrait méthanoique sur la souche S. aureus
est plus importante (de 12+0.47 a24+0.47). Elle est suivie par celle notée sur B.subtilis
(de 11+0.81 a13.33+0.47). Cette différence s’est traduite par des zones d’inhibition de
diametres nettement variables.

I’extrait aqueux et la poudre n’ont présenté aucune activité antibactérienne sur les

souches étudiées (D < 8), se sont des souches résistantes.

L’activité antibactérienne des extraits de plantes est due aux différents agents chimiques

présents dans ces extraits. La variation de la composition chimique observée dans 1’activité
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antimicrobienne des extraits d’une méme plantes ou de plantes différentes (Marjorie M,

1999).

Ce résultat correspond bien aux travaux de Harzallah et al, (2012) qui ont noté, que la
souche de référence Staphylococcus aureus ATCC 25923 était la plus sensible parmi

I’ensemble des souches testées dont le diamétre de la zone d’inhibition était de 1’ordre de

16.66 mm.

La grande sensibilité des S. aureus a I’huile végétale de nigelle a été confirmée aussi par la
méthode des puits étudiée (Abu-Al-basal et al, 2009).

Nos résultats sont identiques a ceux obtenus par Belabid et Lazzouni, (2014) ou
I’huile de Nigella sativa était active sur les souches Staphylococcus aureus, et Bacillus

subtilis et inactive vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosaet Escherichia coli.

Nos résultats montrent que parmi les bactéries a Gram positif ’espece bacillus subtilis était la
moins sensible vis-a-vis d’huile de nigelle et de 1’extrait méthanoique, ce qui concorde avec
les résultats de Harzallah et al, (2012), qui ont noté, avec la méthode de diffusion des

disques, un diametre d’inhibition ne dépassant pas les 9.33 mm.

Dans le cas des bactéries a Gram négatif (E. coli, P. aeruginosa) les différents extraits des
graines de N. sativa n’ont exercé aucune activité antimicrobienne, ce qui est prouvé par les
travaux de Kokdil et al, (2005) et Abu-Al-basal et al, (2009).

Selon Abu-Al-basal (2009) I’activité antimicrobienne de I’huile végétale de N. sativa peut
étre expliquée par la présence des constituants ayant un grand pouvoir antimicrobien avec des
concentrations élevées. Le mode spécifique de I’action de ces constituants actifs est attribué a

leur composition chimique et leur morphologie (Enwuru et al, 2008).

Les travaux de McCutcheon et al., (1995) et Harzallah et al., (2012) soulignent fortement
que I’origine de I’activité antimicrobienne de cette huile végétale et de 1’extrait méthanoique
pourrait €tre attribuée a la présence de certains acides gras tels que 1’acide linoléique des et

’acide oléique qui demeurent des composés majoritaires.

Nos résultats ont montré 1’absence de 1’activité antibactérienne envers les bactéries a Gram
négatif, de méme, Gulluce et al., (2003) et Mariam et Abu-Al-basal (2009) ont noté une

activité antibactérienne non significative vis-a-vis de certaines bactérie a Gram négatif.
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5. Activité antioxydante

Les résultats obtenus lors du test de mesure de pourcentage d’inhibition du radical DPPH sont
montres dans le tableau de I’annexe 4.

120,00%
1%
100,00% /
80,00%
/ = concentration de la VIT C en
60,00% ~ ug/ml

/ / = concentration de HV en
40,00% ug/ml

20,00% //
0 400 600

20

800 1000

0,00%

Figure 10 : Résultat du test antioxydant de la Vit C et HV au DPPH.
D’aprés la figure 09, nous distinguons que :

e Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH (1%) augmente avec la concentration en
huile végétale et en acide ascorbique.

e Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH du vit C en fonction des
concentrations sont de I’ordre de (3.68% a 63.66%).

e Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH de HV en fonction des concentrations
sont de I’ordre de (28.63% a 98.69%).

On peut déduire que I’inhibition du radical DPPH par I’antioxydant standard (Vit C) est plus

importante.

Détermination d’I1C50 :

Les valeurs d’IC50 ont été déterminée a partir des équations de la régression linéaire des
courbes des concentrations de la vitamine C et de I’huile végétale en pg/ml (y = 0,183x + 0,111
R? =0,986 ;y = 0,162x - 0,161 R* = 0,963 ) exprimant la concentration efficace de I’extrait
antioxydant nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50% de moles de DPPH en

dissolution dans du méthanol.
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Plus la valeur d’IC50 est basse, plus I’activité antioxydant d’un extrait est grande. Les
résultats d’IC50 de I’huile totale de Nigella sativa et d’un antioxydant standard (vitamine C)
sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

concentrations des extraits et présentés dans la figure 12.

IC50

320

310

300

290

280 mIC50

270 +

260 -

250 A

Vit C HV

Figure 11 : valeurs d’IC50 de HV et la Vit C.

Selon les résultats trouvés, nous constatons que 1’huile végétale de Nigella sativa est dotée
d’un pouvoir antioxydant important dont la valeur d’IC50 est de 309ug/ml ce qui est

supérieure a celle de 1’acide ascorbique dont la valeur est de 1’ordre de 272ug/ml.

Les résultats obtenus nous permettent d’avoir une observation globale qui peut étre retenue :
I’acide ascorbique (vit C) semble avoir un pouvoir antioxydant légerement plus élevé par
rapport a ’huile végétale de la nigelle. 1l a été demontré que les molécules antioxydants telles
que I’acide ascorbique, la tocophérol, les flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le

DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogéne (Pooter H.L. et Schamp N, 1986).

Les polyphénols et les flavonoides contenus dans les extraits de Nigella sativa L. sont
probablement responsables de I’activité antioxydant de ces extraits (Fabienne, 2013).

Nous rappelons que nos huiles végétales sont caractérisées par une forte teneur de
polyphénols et flavonoides.
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Ainsi, les résultats indiquent que ’HV possede une bonne activité antioxydant. Cette activité
pourrait étre expliqué par la richesse naturelle de I’huile végétale en lipides bioactifs tels que
les pheétostérols, les vitamines liposolubles notamment, les o tocophérols et les B-carotenes,

les acides gras insaturés notamment les ®-3 et -6 (Ramadan et Morsel 2002a, 2003).
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Conclusion

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal la valorisation et la contribution a
une meilleure connaissance d’une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle et
comme condiment alimentaire (Nigella sativa) dans plusieurs pays du monde et

particulierement en Algérie.

Differents extraits ont été préparés a partir des graines de cette plante : Extrait méthanoique,

extrait aqueux et I’huile végétale selon différentes méthodes d’extraction.

Un screening phytochimique, en tant qu’analyse qualitative, a permis de mettre en évidence la
présence des anthocyanes, des glucosides, des tanins galliques, des flavonoides et des

alcaloides dans les graines de la nigelle.

L’estimation du contenu des phénols et des flavonoides totaux en adoptant séparément les
méthodes colorimétriques (Folin-Ciocalteux et trichlorure d’aluminium (AICI13)) révele la
présence des quantités plus ou moins importante en polyphénols et en flavonoides dans 1’huile
vegétale (81.91 mg EAG/g E et 5.71 mg EC/g E) respectivement, suivi de I’extrait

méthanoique et de 1’extrait aqueux avec des teneurs modérées.

L’évaluation de ’activité antibactérienne des différents extraits de Nigella sativa a été réalisée
par la méthode des disques (aromatogramme) contre les quatre souches bactériennes
suivantes:Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosaet Escherichia

coli.

Les résultats obtenus ont montré que [I’huile végétale de nigelle ainsi que 1’extrait
méthanoique présentent une activité variable sur les souches a Gram positif qui sont S. aureus
et B. subtilis, dont la plus forte a été exercé sur la souche S. aureus, traduite par une zone
d’inhibition importante (24mm=0.47). Ainsi, nous avons distingué que les bactéries a Gram

négatif se sont caractérisées par une insensibilité par rapport aux extraits testés.

Ces résultats pourraient étre expliqués par une différence fondamentale entre la flore a Gram
positif et celle a Gram négatif. Cette différence touche 1’aspect morphologique ainsi que les

mécanismes génétiques propres a chaque espéce.

Par ailleurs, I’huile végétale des graines de Nigella sativa semble présenter un intérét reel et
potentiel par ses activités antioxydants qui ont été etablies in vitro par la méthode du piégeage
du radical libre DPPH qui a indiqué que cette huile végétale présente une activité importante
dont la valeur d’IC50 est de 309pg/ml.

40



Conclusion

A la lumiére de ces résultats il serait intéressant de compléter ce travail par :

- Utilisation d’autres méthodes d’extractions avec d’autres solvants organiques.

- Isolement et I’identification des composé€s bioactifs en utilisant plusieurs
techniques plus fines (CCM, HPLC, CG MS...).

- Approfondir les recherches sur les propriétés pharmacologiques de I’espéce
végétale étudiée (Nigella sativa).

- Analyse des activités in vitro et in vivo pour évaluer les différents propriétés :

antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, anticancéreuses etc ...
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Annexe 01 : Appareillage.

Agitateur magnétique
Autoclave

Balance de précision
Bain marie

Soxhlet
Spectrophotometre
Evaporateur rotatif

Vortex

Annexe 2:

Anse de platine
Ballon

Bec bunsen

Boite de pétrie
Becher

Barreau magnétique
Crayon marqueur
Disque de papier Wattman
Ecouvillon
Etiquettes
Erlenmeyer

Gants

Papier aluminium
Papier buvard
Papier filtre

Plaque chauffante
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Pince

Pipette pasteur
Portoir

Regle double décimetre
Seringue

Tube a essai,
Produits chimiques :
Acétate de sodium
Ammoniaque

Formol

HCL

Alcool isomylique
Acide sulfurique 10%
Acide gallique
Carbonate de sodium
Catéchine

Chlorure de fer
Chlorure de sodium
DPPH

Eau distillée

Eau physiologique
FeSO4

Folin - Ciocalteu
Gélose Muller Hinton
Méthanol

Ethanol

Quercétine



Acide ascorbique (vit C)

Annexe 3 :

Milieux de cultures

e Gélose nutritive :

EXtrait de VIaNOe. ... lg/L
EXIrait de JeVUIE. .. ...t e 2,5¢/L
PEPIONE. .. 5,0g/L
Chlorure de SOOIUM. ... e 5,0 g/L
F N - | PP 15,0 g/LL
Ph: 7,0
e Milieu Muller Hinton :
Extraitde viande de beeuf........ ... 300g
Infusion de viande de beeuf........ ... 17.5¢
Hydrolysat de caséine..............ooviiiiiiiiiiii e 1.5g
<] 10T 10g

Ph:7.4

Annexe 4 : Résultats du test de mesure de pourcentage d’inhibition du radical DPPH.

C
200ug/ml 400 ug/ml 600 ug/ml 800 ug/ml 1000 ug/ml
1%
HN 3.68% 8.35% 36.65% 50.97% 63.66%
Vit C 28.63% 46.42% 67.46% 89.47% 98.69%
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne

Annexes 5

e Résistance des souches a Gram- (Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa) vis-a-vis
I’huile végétale de la nigelle

e Reésistance des souches a Gram- (Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa )vis-a-vis
I’extrait méthanoique
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e Résistance de toutes les souches (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa )vis-a-vis I’extrait aqueux de la nigelle.

e Sensibilité des souches a Gram + (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis )vis-a-vis
I’huile végétale et 1’extrait méthanoique
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Annexe 6 : Les courbes d’étalonnages d’acide galliqueA et la Quercitine B

{B) 1,2

1 4
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Abs a 448nm

y=0,035x
R*=0,998

0

1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0

y=0,042x - 0,0071
R = 0,9967

pg/ml

Annexe 7 : Taux de polyphénols et de flavonoides des différents extraits des graines de la
nigelle en (mg EAG/g E) et en (mg EC/g E).

90

80 -

70 -

60 -

50 -

40 ~

30 -

20 A

10 +

B polyphénols

| flavonoides

Emt

Eaq
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