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Résumé

Cette étude a été réalisée sur I'une des espéces algériennes largement utilisée, « Nigella
sativa » de la famille des Renonculacées. L’huile végétale extraite par soxhlet a partir des
graines de cette espéce a révélé un rendement de I’ordre de 16.64%. La détermination de sa
composition chimique par CG/MS a montré que cette huile est trés riche en acides gras
insaturés (80,58 % de ’huile totale), dont le composé majoritaire est ’acide linoléique (54,3
%).

L’extraction des flavonoides a partir des graines de Nigella sativa L. a été réalisée par
macération dans un mélange hydroalcoolique (éthanol/eau). Et puis par un affrontement par
divers solvants organiques. L’estimation quantitative des polyphénols totaux a montré que
Pextrait aqueux présentait la fraction phénolique la plus élevée avec une teneur de
(180.245+0.216 ng EAG/g d’extrait). L’estimation quantitative des flavonoides totaux a
montré que I’extrait n-butanol présentait la fraction la plus riche en flavonoides avec une

teneur de (24.338 £0.219 pg ER/g d’extrait).

L’¢évaluation de Iactivité antioxydante a montré que I’extrait acétate d’éthyle présentait un
pouvoir réducteur plus élevé en utilisant la méthode de réduction de fer et la méthode de
piégeage du radical libre (IC50= 0.717 mg/ml mais cette capacité est inférieur a celle de
I’acide ascorbique IC 50= 0.359 mg/ml).

Mots clés : Nigella sativa L., huile végétale, flavonoides , activité antioxydante.
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Abstract

This study was performed on one species widely Utilised Algerian, "Nigella sativa" of the
family Ranunculaceae. Vegetable oil extracted by soxhlet from the seeds of this species
revealed a yield of about 16.64%. The determination of its chemical composition by GC/ MS
showed that this oil is rich in unsaturated fatty acids (80.58% of the total oil), whose major

component is linoleic acid (54.3%).

Extraction of flavonoids from the seeds of Nigella sativa L. was carried out by maceration in
an alcohol mixture (ethanol / water). And then a confrontation with various organic solvents.
The quantitative estimation of total polyphenols showed that the aqueous extract showed the
highest phenolic fraction with a content of 180.245 + 0.216 pg EAG / g of extract). The
quantitative estimation of total flavonoids showed that n-butanol extract had the highest

flavonoid-rich fraction with a content of (24,338 + 0.219 ug ER / g of extract).

Evaluation of antioxidant activity showed that the ethyl acetate extract had a higher reducing
power using the iron reduction method and the method of trapping free radicals (IC50 = 0.717
pg/ ml but this capacity is less than that of ascorbic acid IC 50 = 0.359 pg / ml).

Keywords: Nigella sativa L., vegetable oil, flavonoids, antioxidant activity,
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Introduction générale

Introduction générale

Les substances naturelles connaissent un intérét croissant pour des applications dans
de nombreux produits de consommation. Depuis des milliers d'années, I’homme qui vit cote a
cote avec les plantes, est habitué & les consommer pour leurs propriétés médicinales et
nutritives. Les produits naturels présentent un grand intérét comme matiére premiére destinée
aux différents secteurs d’activité tels que : le cosmétique, la pharmacie, I’agroalimentaire et le
phytosanitaire [1]. L’utilisation des plantes, a des fins thérapeutiques, est rapportée dans les
littératures antiques arabe, chinoise, égyptienne, hindou, grecque, romaine. Le pouvoir
thérapeutique des plantes était connu par nos ancétres de fagon empirique [2] Ainsi, on
ignorait tout de la composition chimique des remédes utilises tous les jours par de nombreuses

populations, pour les soins de santé.

Les huiles végétales sont des matiéres grasses insolubles dans I’eau, genéralement
liquides & température ambiante, qui sont obtenues par pressage des parties riches en huile
(généralement les graines).lls sont des matiéres trés précieuses dont la composition varie
d’une plante a I’autre en fonction des acides gras qui la composent [3]. Un acide gras est une
molécule composée d’atomes de carbone lies entre eux et qui forment une chaine. Cette
chaine est plus ou moins longue selon le nombre d’atomes qui la composent. C’est la qualité
des acides gras qui va déterminer la qualité des corps gras et utilisation que ’on va en faire.
On rencontre dans la nature deux grandes familles d’acides gras : les acides gras satures et les
insaturés [4].

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une briilante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette matiére végétale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie

alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie [5].

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un
rdle trés important, principalement, dans la lutte contre les cancers, les maladies
cardiovasculaires et la peroxydation lipidique. Expliquant de ce fait leur grande utilisation
dans la fabrication des médicaments. Ils interviennent aussi dans la protection des plantes
contre les différentes attaques microbiennes (surtout fongiques) risquant de causer la perte
d’une grande quantité de végétation[6].

Les flavonoides constituent un groupe de produits naturels appartenant a la famille des

%
2



Introduction générale

%
Polyphénols, largement représentés dans la quasi-totalité des plantes, faisant partie intégrante
de notre nourriture quotidienne. Ils possédent potentiellement des activités biologiques, anti-
inflammatoires, anti-cancérigénes, antimicrobiennes et anti-oxydantes.

Cependant, I’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydante et
antimicrobienne demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes
d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces
plantes représentent une nouvelle source de composés actifs [7].

Parmi les plantes médicinales la plus répandue dans le monde, nous avons choisi
d’étudier les graines de Nigella sativa L. Est I'une des plantes médicinales, annelle, herbacée
appartenant a la famille des Renonculacées la plus utilisée a travers le monde. Depuis plus de
2000 ans, cette plante a été employée comme reméde naturel au Moyen-Orient et en Extréme-
Orient, et plus particuliérement chez les musulmans influencés par la parole prophétique :

Pl " S pL g il ] Lo ] g ) ) i ] ey 5 gy g8 ) o abis i G o Craaall 6
S o] g )" pall - aLiall g Liall Y] 613 S (po ol L 508 o h gucll Tunl oig
« Soignez-vous en utilisant la graine de nigelle, c'est un reméde contre tous les maux a
l'exception de la mort ... ». Les extraits de ses graines sont largement utilisés dans la médecine
traditionnelle, notamment dans le traitement de nombreuses maladies telles que le diabéte, la
fiévre, la migraine, I’inflammation, les problémes gastro-intestinales...etc. En plus de ces
usages, ces graines sont aussi trés employées comme épices additionnées a plusieurs
préparations culinaires (pain, pates, salades, fromages ...etc.) [8].
Notre travail sera réparti en trois parties :
Une premiére partie relative & une synthése bibliographique
Une seconde partie réservée & I’étude expérimentale qui comporte:
* L’extraction de I’huile végétale par Soxhlet & partir des graines de Nigella sativa.
< Caractérisation physicochimique et organoleptique de I’huile végétale.
% Détermination de la composition chimique de I’huile végétale de Nigella sativa par
CG/MS
% Extraction des flavonoides ;

<,

* Analyse qualitative des composés par CCM ;

.0

9,
E X

Dosage des Polyphénols totaux et des flavonoides
% Etude de Pactivité antioxydante de I’huile végétale et des extraits flavoniques des

graines de Nigella sativa d’origine algérienne.

Une troisiéme partie sera consacrée  la présentation et a la discussion des résultats obtenus.

'—4%
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I-Introduction

Nigella sativa est une des plantes médicinales les plus utilisées & travers le monde. C’est une

plante aromatique, annuelle herbacée ; appartenant 4 la famille des Renonculacées.

La famille des Renunculaceae ou Renonculacées est composée d’environ 1500 a 2000 éspéces
regroupées en une soixantaine de genres. Elle est cosmopolite mais plus particuliérement
présente dans les régions tempérées et froides de ’hémispheére nord [9]. Les Renonculacées
sont le type méme de la famille par enchainement ; c’est & dire comportant des espéces
d’aspect trés variable (herbes, arbrisseaux, arbustes) ; les espéces primitives différant
fortement des espéces de type évolué avec de nombreux intermédiaires les reliant entre elles.
Le seul véritable caractére commun a tous les genres est ’embryon, toujours de petite taille et
entouré d’un albumen charnu [10]. Le genre Nigella largement utilisé comme condiment dans
les pays producteurs méditerranéens et asiatiques, a suscité une attention particuliere en
thérapeutique. Avec I’espéce Nigella sativa L. Depuis plus de 2000 ans, cette plante est
employée comme reméde naturel au Moyen-Orient et en Extréme-Orient, et plus

particuliérement chez les musulmans influencés par la parole prophétique [11].

II-Présentation de ’espéce Nigella sativa L.

Nigella sativa appelé aussi cumin noir, Ses graines sont noires, auxquelles elle doit son nom.
Elles sont comestibles. Nigella sativa L. a été largement étudiée pour ses activités biologiques
et ses propriétés thérapeutiques telles que : diurétique, antihypertenseur, antidiabétique,
anticancéreuse, immunomodulatrice, analgésiques, vermifuges, analgésique, anti-
inflammatoire, antispasmodique, bronchodilatateur, gastroprotecteur, hépatoprotecteur, la
bronchite, I'asthme, les rhumatismes et les affections cutanées. Elle est également utilisée
comme tonique du foie, digestif, anti-diarrhéiques, emménagogue, pour augmenter la
production de lait chez les méres allaitantes 2 combattre les infections parasitaires et a
soutenir le systtme immunitaire [9]. Elle nettoie aussi le corps de ses toxines, stimule la

régénération cellulaire, renforce le systéme immunitaire et détruit les bactéries [10]

Les graines de Nigella sativa sont utilisées traditionnellement dans I’alimentation. Ces
données permettent déja de les qualifier comme ayant une bonne valeur nutritive. Dans le thé
et le café, les graines servent d’aromatisants. Elles entrent dans la composition du pain et elles

servent aussi comme agents de conservation. La graine broyée mélangée au miel ou mélangée

Q
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avec du yaourt, s’est avérée étre efficaces dans les nausées, les pertes d’appétit, dans les
cedémes et les maladies lides au postpartum [12]

IL.1. Systématique

La classification botanique du Nigella sativa est la suivante : [1,2,3]

Reégne : Plantae

Sous régne : compophytes
Supra-Embranchement : Rhizophytes
Embranchement : Spermaphytes

Sous- Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Dialypétales

Série : Thalamiflores

Ordre :Ranales

Famille : Renonculacées

Tribu : Helleborées

Genre : Nigélle

Espéce : Nigella sativa

Figure 01 : La plante de Nigella sativa [13]

I1.2. Noms vernaculaires [11.12.14.15]

Nigella sativa porte différents noms en fonction des pays et des régions ; parmi les
appellations relevées :
e Nom scientifique : Nigella sativa.
® Franeais : Nigelle cultivée ; nielle ; cumin noir ; faux cumin ; poivrette.
® Anglais: Nigella, black seed, black cumin.
e Dans les pays arabes : al-habba al-saouda, habat al-baraka ; al-karaway al-saouda ;
En Algérie al-sdnoudj ; En Tunisie : sinouj

° En Inde et au Pakistan : kalonji.

e —
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II-3 Description botanique de Pespéce Nigella sativa

Nigella sativa est une plante annuelle herbacée atteignant 30 & 60 cm de hauteur [10]. Ses
feuilles sont assez petites, de 2 & 2,5cm de diamétre, elles sont divisées en lobes étroits,
allongés et souvent un peu élargis & leur sommet. Elles sont multifides ; les feuilles inférieures
sont pétiolées et les supérieures sont sessiles [12]. Les fleurs sont petites et blanchétres. 11
s'agit d'une trés vieille espéce cultivable de 20 4 30 cm de hauteur, ils sont trés riches en
nectar et la floraison a lieu du mois d’avril au mois de juin ; produisant des graines
noires contenues dans ses gousses [9]. Ses fruits correspondant a I’ensemble des follicules
soudés forme la capsule contenant plusieurs graines triangulaires blanchétres qui, lorsque la
capsule s’ouvre a maturité et exposées a I’air, les graines deviennent noires [9]. La plante est
hermaphrodite  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, elles sont de couleur mat noires et intérieur blanc, ils sont nombreuses et granuleuses,
de 1,5 4 2 mm de longueur et sont disposées sur deux rangs, leur forme est pyramidale, a faces
triangulaires sensiblement planes, marquées de rides transversales et finement chagrinées. Les
amandes sont blanches et huileuses [10]. Au broyage elles dégagent une odeur fortement

aromatique, tenant du poivre et de I’anis et aussi de la noix de muscade [12].

Figure 02 : Fleure de Nigella sativa L. [16]
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Figure 03 les graines de Nigella sativa L. [17]
ITI. Répartition géographique

Nigella sativa est une herbe originaire du moyen orient, de P’Europe centrale et de I’ouest de
I’Asie, elle est maintenant cultivée dans plusieurs régions du monde dephis I’Asie jusqu;é
Afrique et I’Amérique [18], surtout dans le bassin méditerranéen et en Inde [10]. Elle se
développe sur les régions tropicales et semis arides. Les pays producteurs de la nigelle sont
principalement la Syrie, I'Egypte, I'Arabie Saoudite, la Turquie, I'Iran, 1’Iraq, le Pakistan,
I'Inde et les Etats-Unis [1 1},

En France, elle peut étre exceptionnellement présente dans la région méditerranéenne [11].
La période de floraison de cette espéce est le mois de mai et les graines sont récoltées au mois
de juillet [18].

IV. Composition chimique de Pespéce « bNigeIla sativa L. »

Les graines de Nigella sativa sont constituées principalement, des huiles végétales (36-38%),
de P'huile essentielle (0.4-2.5%), des protéines ( 16-21%) ; des fibres alimentaires (4.5-6.5%)),
des glucides(33-34%), des sels minéraux(3.7-7) et des saponines 0,013[1,6]. L'huile végétale
est composée principalement des acides gras insaturés, y compris Pacide arachidique et
I’acide eicosadiénoique (3%) [19], l'acide linoléique (50-60%), de I'acide oléique (20%) et
I’acide dihomolinoleic (10%). Des acides gras saturés tels que : I’acide palmitique et l'acide
stéarique [9] . Les principales composés d’huiles essentielles sont : Le thymoquinone (27,8%
- 57,0%), le p-cymene (7,1% - 15.5%), le carvacrol (5.8% -11.6%), le t-anéthole (0,25%
E2.3%), de 4-terpinéol (2,0%- 6,6 %), sesquiterpene longifoline (1,0% -8.0%), a-pinéne et le
thymol, etc.[20,21]. Les graines possédent aussi des sels minéraux tels que : le Cu, P, Zn et Fe

etc.et les vitamines comme les vitamines A, E et k [21,22].
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V. Travaux antérieurs déja réalisés sur Pespéce « Nigella sativa »

Plusieurs travaux de recherche ont été réalisés sur cette espece dont parmi eux nous citons :

V.1.Etude chimique de I’espéce Nigella sativa :

En raison de leur large domaine d’usage médicinal; les graines de Nigella sativa ont fait
I’objet de plusieurs études phytochimiques intensives, dans le but d’identifier ses principes
actifs. Ces études ont révélée 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)[10].

Cette analyse a été réalisée sur des graines de Nigelle de Turquie en 1993, ou les résultats ont
montré que la composition chimique des graines de Nigella sativa présente une teneur
relativement importante en glucides (37.4%), en lipides avec 32% et en protéines avec 20%
(tableau 1) [11].

Tableau 01 : Composition chimique des graines de Nigella sativa.

Composition Teneur en %
Eau 6,4

Cendres 4,0

Lipides 32,0
Protéines 20,2

Fibres 6,6

Glucides 37,4

1/ L’huile végétale : Représente 37,9 & 39,2% du poids de la graine. Elle est constitude
principalement de lipides neutres (96,1%-97,2%), des lipides  polaires (3%) et des
phospholipides (0,32-1,05%).

e M.F.Ramadan et al en (2002) [23] ont réalisé une étude sur Pextraction des
phospholipides (PL). L’analyse par chromatographie liquide & haute performance
(HPLC) a permis d’identifier sept constituants principals : la phosphatidyl choline
(46% des PL), phosphatidyl éthanolamine (25%), phosphatidyl sérine (12%),
phosphatidyl inositol (9,56%), lysophosphatidyl choline (4,23%), phosphatidyl
glycérol (1,51%) et lysophosphatidyl éthanolamine (2.7%).

* Une étude complémentaire de M.F.Ramadan et al en (2003) [24] a ét¢ aussi réalisée

sur les glycolipides de Nigella sativa a permis de separer et d’identifier six composés

N
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dont le plus abondant est le digalactosyldiacyl glycérol avec une teneur de 55,6% des

glycolipides totaux.

® Une autre étude réalisée par M.F. Ramadan et al en 2002 [25] sur Pextraction de
Ihuile végétale des graines de Nigella sativa a révélé que le principal acide gras est
I"acide linoléique C18: 2n-6, suivie par de I'acide oléique C18: In-9. Acide palmitique
C16: 0 a été le principal acide gras saturé et détecté dans le niveau appréciable. Une
chromatographie sur colonne de silice avec un solvant de polarité croissante a donné
96,1 a 97,2% de lipides neutres (NL) et 3% des lipides polaires. L’analyse par la
chromatographie liquide gazeuse avec détecteur & ionisation de flamme (GLC / FID)
a montre que la majeure acide gras présent dans toutes les classes de lipides était C18:

2n-6 suivi par C18: 1n-9 et C16: 0 aminés, respectivement.

° D’aprés S. Cheikh-Rouhou et al en (2007) [26] réalisée I’analyse des acide gras
extraits de deux variétés des graines Nigella sativa originaire d’Iran et de Tunisie a
montré que I’acide palmitique est majoritaire, suivi par I’acide linoléique et ’acide
oléique. La présence d’autres acides gras ; myristoleique, palmitoleique, margarique,

arachidique, eicosenoique, behénique, lignocérique a été également détectée.

e Une autre étude a été réalisée par S. Cheikh-Rouhou et al en 2008[27], ils ont mis en
¢vidence que I’huile de Nigella sativa est riche en stérols (17,41-42,66% de Ié matiére
insaponifiable), dont le P-sitostérol est le plus abondant (44-54%), suivi par le
stigmastérol (16.57-20.92%), A7-stigmasterol, A7-avenasterol et le cholestérol qui

sont également détectés mais a des taux plus faibles.

e H. Khither en 2010 a réalisé I’analyse quantitative et qualitative des huiles fixes de
Nigella sativa cultivée dans différentes régions. Sa composition en acides gras est
fortement influencée par les facteurs de I’environnement (sols, température, climat
...etc). Des travaux effectués sur les huiles fixes de Nigella sativa d’origines
Iranienne, Tunisienne et Egyptienne montrent une variabilité des taux en différents
acides gras (Tableau 2). Cependant, les acides gras insaturés restent majoritairement
présents quelque soit I’origine de la plante. Dans ces huiles, les principaux acides gras
saturés sont essentiellement I’acide palmitique, I’acide stéarique et I’acide myristique,
tandis que les acides gras insaturés majoritaires sont 'acide linoléique et I’acide

oléique [21].

\
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Tableau 02: Composition des huiles végétales de Nigella sativa tunisienne [25], iranienne

[25.28] égyptienne [29].

Acide gras NS Tunisienne NS Iranienne NS Egyptienne
"AG saturds 22.70% 17-25.5% 24%
Acide myristique 0.35 0.40 -0.50 09.80
'Acide palmitique 17.20 12.50 - 18.40 09.90
Acide stéarique 02.84 03.40-03.70 03.30
Autres 02.12 02.80 01
AG insaturés 77.30% 74.8 - 82.5% 73.50%
Acide oléique 25 23.40-23.70 20.1
Acide linoléique 50.31 19.15-55.60 49
Autres 01.81 03.20 04.40

o Les huiles fixes de Nigella sativa extraits par pression 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 stérols libres et estérifiés.
L’analyse des stérolslibres montre que le B-sitostérol représente le composant majeur
suivi par le D5-avenastérol et le D7-avenastérol, alors que le stigmastérol, le

campestérol et le lanostérol ont été trouvés a des taux trés faibles (tableau 3) [29].

Tableau 03: Taux des lipides de I’huile végétale de Nigella sativa extraite par différente

Meéthodes d’aprés.

Extraction par pression Extraction a chaud par
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

Adcides gras Hbres 14.20 08.30
. Triacyl-glycerol 37,37 63.20

Stérols esters 02.50 04.40

e
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e D’autres études montrent que les huiles végétales contiendraient 0,17% de
thymoquinone et de nombreux acides gras dont la composition varie peu selon
Porigine des échantillons. Le tableau 4 présente la composition des échantillons des

huiles végétales des graines de Nigella sativa selon I’origine de provenance [30].

Tableau 04 : Composition (en pourcentage des huiles fixes) des graines Nigella sativa

en acides gras selon I’origine de I’échantillon.

“Acide gras Origine de I’échantillon des graines Nigella sativa
Ethiopie Inde Syrie

Mystique 0.21 0.2 0.22
Palmitique 12.07 13.15 14.64
Stéarique 2.7 297 2.6
Oléique 23.46 25.67 2451
Linoléique 58 54.68 54.13
Arachidique 0.2 825 0.2
Linolénique 0.47 0.68 0.69
Eicosadienoique 2.87 2.39 3.02
Saturés totaux 15.18 16.57 17.66
Insaturés totaux 84.82 j 83.43 82.34
2/ L’huile essentielle

Les graines de Nigella sativa renferment environ 0,4-2.5% d’huile essentielle.

e D’aprés M. Burits et al en (2000) [31] ont analysé I’huile essentielle des graines de
Nigella sativa par GC-MS a permis d’identifier 32 composants, dont la majorité
d’entre eux sont des monoterpénes ; la thymoquinone (27,8%-57%), p-cyméne (7,07-
15,83%), carvacrol (5,8-11,6%), longifoléne (1,2-8%), 4-terpinol (1,98-6,59%), et le t-
anethol (0,25-4,28%).

e F. Benkaci-Ali et al en (2007) [32] ont fait une étude comparative de ’huile essentielle
de Nigella sativa cultivée au Sahara algérien (Timimoune et Adrar). Cette huile
essentielle est extraite par deux méthodes différentes ; I’hydrodistillation et la
distillation assistée par ‘micro-onde et analysée par CPG et GC-MS. De nombreux
composés ont été identifiés et caractérisés dont le p-cymene (28.1-32.0%) représente

toujours le composé le plus abondant suivi de la thymoquinone (1 0.8-24.6%).

e J. Salas et al en 2009 [33] ont réalisé I’analyse de I’huile essentielle de Nigella sativa
par GC-MS. Le tableau 5 présente les différents composés identifiés dont les principaux
composants sbnt : thymoquinone (42,4%), p-cyméne (14,1%), le carvacrol (10,3%),
longifoléne (6,1%) et de 4-terpinéol (5,1%).

%
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Tableau 05 : Composition chimique de I’huile essentielle de Nigella sativa identifiée par GC-

MS.
N° Composant Pourcentage
1 Camphéne 0.06
2 t-Anéthole 2.3
3 & -pinéne 0.03
4 @ -pinéne 0.04
5 v -Terpinéne 0.4
6 # -Myrcéne 0.05
7 @ _Terpinéne 0.01
8 Limonéne 1.7
9 1.8-cinéole 0.16
10 Sabinéne 1.3
11 2 -Cyméne 14.1
12 @ -Terpinoléne 0.01
13 # -Cyméne-8-ol 0.42
14 Carvcrol 10.3
15 Longipinéne 0.4
16 Camphre 1.5
17 Linaloolcis 0.21
18 Sabinenehydrate 0.2
19 Longifoléne 6.1
- 20 Bornylacétate 0.53
21 Thymol 1.2
22 4-Terpineol 5.1
23 Bornéol 0.14
24 Carvone 0.08
25 Thymogquinone 42.5
26 2-Tridecanone 0.8
27 Thujone 1.5
28 @ -Anisaldehyde 0.1
29 2-Undecanone 0.21
30 pic inconnu 3.1
global 96.6

e B. Nickavara et al en (2003) [28] ont réalisé Panalyse sur les graines de Nigella sativa
d’origine Iranienne. 32 composés constituants (86,7%) de T'huile essentielle, ont été
identifiés. L'huile est composée de : phényle de propanoid (46,1%), 9 composés
hydrocarbures monoterpénoide (26,9%), 4 composés monoterpénoide cétones (6,0%),

8 composés hydrocarbures nonterpenoid (4,0%), 3 alcools monoterpénoides (2,7%), 2

h
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composés hydrocarbures sesquiterpénoides (1,0%). Ainsi, I'huile est caractérisée par
une grande quantité de phényle propanoides. La composition chimique de I'huile

essentielle est présentée dans le tableau 6.

Tableau 06 : Composition chimique de I*huile essentielle de Nigella sativa L.

Composés Pourcentage
Non terpenoides hydrocarbones 04
n-Nonane |
3-Méthyl Nonane 0.3
1,3,5-Triméthylbenzéne 0.5
n-Decane 0.4
1-Méthyl-3-propyl benzéne 0.5
1-Mthyl-2,3-diméthyl benzéne 0.2
n-Tétradécane 0.2
n-Hexadecane - 0.2
Nonterpenoid hydrocarbones 26.9
a-Thuyéne 24
a-pinéne 1.2
Sabinéne 1.4
B- Pinéne 1.3
Myreéne ' 0.4
o-Phellandréne 0.6
-Cyrene 14.8
Limonéne 4.3
y-Terpinene 0.5
Monoterpénoides ketones 06
“Fenchone 1.1
Dihydrocarvone 0.3
Carvone 4.0
Thymoquinone 0.6
Monoterpenoides alcools 2.70
Terpinen-4-ol 0.7
p-Cymene-8-ol 0.4
Carvacrol 1.6
Sesquiterpénoides hydrocarbones 01
a-Longpinéne 0.3
Longifoléne 0.7
Phenyl propanoides composants 46.10
Estragole 1.9
_Anisaldéhyde 1.7
trans-anéthol 38.3
Mpyristicine 1.4
Dill apiole 1.8
Apiole . 01
Total des composés 86.7

\_—
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e 3/ Les alcaloides

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

fortes doses [34].
Les plus importants alcaloides de Nigella sativa, ont ét€ isolés a partir des graines sont :

e Nigellicine, 4 noyau indazole
e Nigellimine, une isoquinoléine
e Nigellimine N-oxyde, dérivé N-oxyde de la nigellimine

e Nigellidine, également un indazole

o
%0 on CH50
Y, : %
N

K CH30 N -

Nigellimine

\© : ﬁn OH
e (-

CH, CH3

HO

Nigeilidine

Nigellicine

L

e Figure 04 : Structure chimique des principaux alcaloides de Nigella sativa

4/ Les triterpénes saponines

Les triterpénes sont des hétérosides de stérols ou de saponosides. Ce sont des composés trés
répandus dans le régne végétal, solubles dans P’eau. Il libére par hydrolyse un ou plusieurs
oses et une génine (sapogénine). La premiére saponine isolée par Greenisch en 1882 a partir

des graines de Nigella sativa est la mélanthine [11].

\
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e Taskin et al en 2005 [35] ont permis d’isoler a partir de ’extrait méthanolique, trois
autres saponosides apparentées & I’o-hederine, avec I’élucidation de leurs structures

par des méthodes chimiques et spectrales ;

1/ 3-0-B-D-xyl (1-3)-0-L-rha- (1-2)-0L-L-ara-28-0-0.-L-rha(1-4)-[3-D-glu(l-6) -B-D-glu—

hédéragénine,
2/ 3-O-a-L-rha-(1 -2)o-L-ara-28-0-0-L-rha(1 -4)-B-D-glu(1-6)-B-D-glu-hédéragénine,
3/ 3-0-B-D-xyl(1-3)-0-L-rha-(1 -2)-0-L-ara-hédéragénine.

e D’aprés Ansari et al en (1975) [36] : une étude a été réalisée sur un extrait éthanolique
des graines de N. sativa ot ils ont pu isoler d’autres saponosides dont le 3-O-[beta-D-

xylopyranosyl=(1 -3)-alpha-Lrhamnopyranosyl-(1 -2)-alpha-L arabinopyranosyl]-2.

e Une €tude a été réalisée d’aprés Kumara et all en (2001) [37] ont pu isoler et de
caractériser un saponoside a partir des graines de Nigella sativa. Le saponoside
identifi¢ est I’a-hédérine (figure 06), une saponine triterpénique monodesmosique
caractérisée ainsi :

3-0- [o~L~rhamnopyranosyl—(1—2) —o—L—arabinopyranosyl] —hédéragénine.

CH;,

o-L-Rham-q-L- Ara—O e s
CH3C =

Figure 05 : Le saponoside ’a-hédérine
5/ Les 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 Ion appelle les

composésphénoliques. Les flavonoides sont des substances généralement colorées trés

\
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répandues chez les végétaux. Les Renonculacées sont un groupe riche en flavonols et en

flavones.

Merfort,I et al en (1997) [38], ont isolés trois nouveaux flavonoides triglycosylées 2 partir des

graines de Nigella sativa et leurs structures ont été détermindes (figure 07).

R R
1/OH H OH
OH
2| H ||
0
3| 0OH | FaC
OoH RO
HO
OH

Figure 06 : Trois flavonoides isolés des graines de N, sativa
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.

e D’aprés B. Bourgou et al en (2008) [39]. Quatorze composés phénoliques ont été
isolés a partir d’un extrait méthanolique de N. sativa d’origine tunisienne. Les
différents composés identifiés sont : I’acide gallique, ’acide parahydroxybenzoique,
’acide chlorogénique, I’acide vanillique, Pacide para-coumarique, [’acide férulique,
’acide trans-2-hydroxycinnamique, I’acide trans-hydroxycinnamique, I’épicatéchine,

la catéchine, la quercétine, I’apigénine, I’amentoflavone et la flavone.

e En 2004 A. H. Gilani [40] et en 2006 K. Ghedira [41], ont pu isolés et identifiés 04
composes polyphénoliques de Nigella Sativa par HPLC et RMN. les plus actifs

pharmacologiquement (figure 08).
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I CHy | CHs ||
’ ' CH,
HyC I HaC |
0 I ne |l
CH; _ CHy O o]
Thymoquinone (TQ) Dithymogquinone (DTQ)
CH, OH
CH,4
H,C
H;C
¢n, OH
Thymol (THY) cH, ©H
Thymolhdroquinone (THQ)

Figure 07: Structure des polyphénols de Nigella sativa

6/ Les vitamines et sels minéraux

La composition en vitamines a été déterminée et révele la présence des vitamines B1, B2, Bs,

PP et de I’acide folique.

Nergiz,C et al en (1993) [30] ont pu identifier toutes les classes des tocophérols totaux
constituent 0,05% de I’huile de Nigella sativa, ils sont constituds majoritairement de
IPa-tocophérol (48%) et du y-tocophérol (28%). Ces mémes chercheurs ont pu
également identifier d’autres vitamines liposolubles; la B-caroténe (0,05%) et la
vitamine K (0,1%).Des travaux sur la composition minérale de la graine de Nigella
sativa ont rapporté que la teneur en potassium est importante (1,18 % de poids total de
la graine), le calcium, le fer, le sodium représentent 0,188 ; 0,0575 et 0,0853 %
respectivement . La teneur des graines en sélénium a été également déterminée, elle

représente 0,27 4 0,54 mg/kg de graines [42].

- D’aprés 1. Al-Saleh et al en (2006) [43] ont affirmé apres analyse par HPLC que les

teneurs en o et y-tocophérols sont relativement élevées: de 5,65all,39etde 2,264
6,95 mg/kg respectivement alors que celle de all-trans-rétinol est trés faible de 0 4 0,54

mg /kg des graines.

%
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Tableau 07 : compostion minérale des graines de Nigella sativa.

Compostion Teneur en mg/100g
Potasssium 527.70 £ 47.70
Phosphore 526.50 £ 30.16
Sodium 49.60 =+ 6.13
Fer 1050+ 1.56
Zinc 6.04 £ 0.38
Calcium 185.90 £ 18.27
Cuivre 1.84 £ 0.34

Les graines de Nigelle présentent une teneur intéressante en fer, zinc et phosphore. Il est

dommage que la teneur en magnésium n’ait pas été évaluée. Une autre étude confirme

I’absence de métaux lourds (cadmium, plomb et arsenic).

V.2. D’autres travaux déja réalisés sur les graines de [ ’espéce « Nigella sativa »

1)

2)

3)

e ——————————

S. Gharby et al en (2013) [44] ont étudié la composition chimique de I'huile végétale
des graines de Nigelle originaire de Maroc. Cette huile a été extraite par solvants ou a
froid. Le rendement en huile était de I"ordre de 37% dans le cas de ’extraction par
solvant et 27% pour le procédé expression a froid, respectivement. L’analyse de la
composition chimique a montré que I’huile de Nigella sativa éait similaire 3 celle

d'autres pays méditerranéens.

M. Kiralan et al en (2014) [45] ont étudié les propriétés physico-chimiques et la
stabilit¢ d'huile de Nigella sativa isolée en utilisant différentes techniques
d'extraction : expression a froid et extraction par Soxhlet assisté par micro-ondes.
L’analyse d’huile a permis de déterminer la composition des acides gras et des
composés bioactifs (stérols, tocophérols, chlorophylle, des caroténoides et des
composés phénoliques).

H. Jrah Harzallah et al en (2011) [46] ont fait I’étude sur la composition chimique, le
pouvoir antimicrobien contre les bactéries cariogénes et DPactivité cytotoxique de
I'huile essentielle de Nigella sativa originaire de Tunisie. Quatre-vingt-quatre

composés ont été identifiés dans I'huile essentielle ol le p-cymene était le composé

majoritaire (49,48%), tandis que thymogquinone ne représentaient que 0,79%.

19



Chapitre I Présentation de I’espéce Nigella sativa
\

VI. USAGES
VL.1. Usages culinaires

Les graines de Nigella sativa a une forte saveur, piquante et poivrée; ils sont le utilisée en
cuisine [12]. Dans la cuisine Arabe, ils entre dans la composition des épice « ras el
hanout », une mélange de 24 a 27 ¢pices [9] et utilisée aussi pour saupoudrer le pain
traditionnel et les patisseries, les plats sucrés, les fromages, les sauces et les soupes pour les
rendre plus appétissants. Ils sont pulvérisées aromatisent le café a raison de 6 cuilléres 3 cafs
pour une cuillére de nigelle. Et en France sont utilises comme le poivre; 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 [9].

VI.2. Usages en médecine traditionnelle

La nigelle sativa prend une place importante parmi les plantes médicinales les plus utilisées et
ce, depuis plus que 2000 ans. Elle est trés réputée dans le monde musulman. Rapportée dans
deux Sahihs et dans la médecine prophétique de Ibn Qayyim al-Jawziyya, une communication
orale du prophéte de I'Islam aurait indiqué a propos de la nigelle : « 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 » [47].

* En médecine arabe : Les graines sont utilisées dans le traitement de I’hypertension

artérielle et du diabéte.

< En Algérie : Les graines grillées sont mélangées a du beurre et administrées pour

traiter la toux ou & du miel en cas de colique.

< Au Koweit : On les utilise traditionnellement pour controler I’épistaxis (saignements

de nez).

% En Arabie Saoudite, I’huile est utilisée en usage externe en cas de raideur et de

douleurs articulaires, ainsi qu’en cas d’asthme et d’cczéma.

% En Egypte, elle est utilisée contre I’asthme. En usage externe sous forme de pommade,
les graines sont utilisées dans le traitement d’abces, d’hémorroides, d’inflammation

des testicules et de pédiculose.

m
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< En Turquie, I’huile de graine est employée par voie orale pour ses vertus carminatives,
bronchodilatatrices, expectorantes, antihypertensives, diurétiques, diaphorétiques,
stomachiques et pour lutter contre I’indigestion ; en friction elle est préconisée contre

les spasmes musculaires, la sciatique et les rhumatismes.

< En médecine Unani, la graine de nigelle est considérée comme abortive et diurétique,
elle est utilisée pour les ascites, la toux, la douleur oculaire, P’ictére, la paralysie, les

hémorroides et la fidvre tierce.

% En Indonésie, les graines sont ajoutées a des médicaments astringents pour lutter

contre les désordres intestinaux.

** En Malaisie, des cataplasmes de graines sont utilisés pour les maux de téte, les abcés,
les ulcéres nasaux, I’orchite et le rhumatisme. Les femmes Arabes utilisent la graine
de N. sativa comme galactogéne.

% Au Pakistan : Les graines de Nigelle entreraient dans le traitement des congestions de

poitrine, des dysménorrhées, des infections mycosiques et bactériennes, des paralysies

et hémiplégies [48].
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Chapitre II Les huiles végétales

IL.1. Introduction

En général, les huiles végétales proviennent de la substance dure et ligneuse des graines ou
du noyau et se trouvent enfermées dans les cellules oléiféres sous forme de petites gouttes. On
les retrouve dans I’enveloppe charnue du fruit. Elles sont présentes dans plusieurs plantes
notamment les fruits du palmier et de I’olivier, du coprah, de I’arachide, des fleurs de
tournesol ou de colza ou encore du coton ou du soja. Elles sont utilisées dans différents
domaines de I’industrie tels que les secteurs agro-alimentaire, cosmétique, pharmaceutique ou
chimique. [49]

Les huiles végétales comme les huiles d’origine animale sont constituées de 98% de
triglycérides. Ce sont des triesters d’acides gras et de glycérol. Néanmoins, on observe des
constituants mineurs. Il s’agit entre autres, d’acides gras libres, de phosphatides, de stérides et
de cérides ou de triglycérides partiels. Une huile végétale est définie par les différents acides

gras qui la composent en proportions variées [49 ,50].

I1.2. Composition des huiles végétales

Le mot « huile » se rapporte aux triglycérides qui se trouvent dans leur état liquide a
température ambiante. La composition dépend de la nature de la plante, de ses conditions de
culture, du sol et de la saison et les paramétres qui différencient les huiles et affectent leurs
propriétés physiques et chimiques sont le nombre de carbones qui composent les acides gras,
le degré d’insaturation et enfin, la stéréochimie des doubles liaisons. [50]

Les huiles végétales sont composées essentiellement de triglycérides et chaque
triglycéride est composé de trois acides gras rattachés a une molécule de glycérol. Les trois
acides gras peuvent étre soit identiques (triglycérides homogenes), soit différents
(triglycérides hétérogénes). Les acides gras sont des molécules organiques composées de
chaines carbonées allant de 12 4 24 carbones et la fonction carboxylique est portée par le
premier carbone. Les acides gras qui entrent dans la composition des huiles végétales
possedent généralement un nombre pair d'atomes de carbones 2 cause de la biosynthése (ou de
biodégradation) qui se fait par addition (ou par suppression) de deux carbones a la fois. Ils
sont caractérisés par le nombre de doubles liaisons présentes sur la chaine carbonée et par leur

point de fusion [51].

Les corps gras d’origine végétale sont essentiellement des glycérides (98-99 %). Une
fraction quantitativement mineure, appelée fraction insaponifiable, est également présente

dans ces corps gras. D’autres composés n’appartenant pas a ces deux catégories peuvent y étre

%
23



Chapitre 11 Les huiles végétales

présents dans de faibles proportions : les phospholipides, les cérides, les chlorophylles et les

produits d’altération, issus de la dégradation des triglycérides durant le stockage.

I1.2.1. Les glycérides

Les glycérides sont des esters formés & partir d’acides gras (Ci24 C22) et de glycérol.
Les graisses et les huiles ne sont pas des glycérides simples. Elles contiennent un certain
nombre d’acides gras différents ou non, distribués plus ou moins au hasard parmi les
différentes molécules de glycérides. Ce qui leur confére des propriétés physiques, une

réactivité chimique et un comportement physiologique bien spécifiques [52].

La fraction glycéridique des corps gras d’origine végétale renferme en majeure partie des
triglycérides (les acides gras estérifiant le glycérol pouvant étre de diverses natures : chaine
hydrocarbonée (R), plus ou moins longue, plus ou moins insaturée), mais des mono et

diglycérides, ainsi que des acides gras, y sont présents en faibles quantités.

Les phospholipides (phosphatides), présents dans les corps gras végétaux bruts
(jusqu’a 2% de certaines huiles), sont essentiellement des phosphoglycérides (c’est 4 dire des
dérivés du phosphoryl 3 glycérol), des sphingolipides (dérivés de la phytosphingosine) et des

phospholipides comportant en outre des motifs glucidiques (glucolipides).

Les cérides sont des esters d’acides gras et de mono (éventuellement di) alcools de
masse moléculaire suffisamment élevée pour que ces alcools soient insolubles dans I’eau.
Aussi, parmi eux, on compte : les cires naturelles (esters d’acides gras et mono alcools
aliphatiques), les stérides (esters de stérols, de méthyl-stérols ou d’alcools triterpéniques), les

caroténocérides (esters d’acides gras et d’hydroxycaroténoides ou xantophylles) [52].

CH>— OH CH,—OH CH,—O—C—Ry
2 I 3

B 6] e (‘L OH | | s
“ CH =<0 C~—Rs5 CH —O _.f__ R,

o I , i 2 | o
C'H:_O“? —R CH, O g R; CH,—0— C—R,

O o} y)

Acide gras Monoglyeénde Diglyeende Tnglycénde
R : chaine hydrocarbonée

Figure 08 : Quelques constituants de la fraction glycéridique [53].
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eeeeee———————————————————————
24



Chapitre II Les huiles végétales

I1.2.2.La fraction insaponifiable

Elle représente 0,2 & 2% d’un lipide non raffiné. Ses constituants chimiques sont
extrémement vari€s en nature et en proportions. Les principaux sont des hydrocarbures divers,
des composés terpéniques (alcools triterpéniques, 4-méthylstérols, stérols,...), des alcools
gras, des vitamines liposolubles (vitamines A, D, E (tocophérols et tocotriénols)) et des
constituants extrémement divers [54].

I1.2.3.Les acides gras

Les acides gras, molécules peu abondantes sous forme libre dans les matiéres grasses
fraiches, sont des acides carboxyliques a chaine aliphatique hydrophobe, saturés ou non
saturés selon qu’ils ne contiennent pas ou contiennent des doubles liaisons (figure 09).
lls sont notés 7 : m, ol n représente le nombre d’atomes de carbone et m est le nombre de
doubles liaisons. Les acides gras différent donc entre eux non seulement par la longueur de la
chaine carbonée, mais aussi par le nombre, la position et la structure spatiale (cis, trans) des
doubles liaisons (figure 10).

La longueur de la chaine carbonée permet une classification des acides gras en 4
catégories : les acides gras volatils, avec 2, 3 ou 4 atomes de carbone, les acides gras a chaine
courte qui possedent entre 6 et 10 atomes de carbone, les acides gras a chaine moyenne, avec
12 a 14 atomes de carbone et les acides gras a chaine longue, avec 16 ou plus de 16 atomes de
carbone[55].

Fonction carboxylique

O
L <

R OH R= Chaine carbonée aliphatique

Figure 09: I’acide gras

Acide oléique Cyg . : CH; — (CH;); — CH=CH —(CH,);— COOH
Acide linoléique Cys ;3 : CH; — CH,~ CH=CH- CH,— CH=CH- CH,— CH=CH —(CH,);— COOH

Acide palmitique : CH; — (CHz)s — CH=CH —(CH,);— COOH

Figure 10 : Quelques exemples d’acides gras insaturés (doubles liaisons cis)

I1.3.Les méthodes d’extraction des acides gras
L’extraction est une opération ancienne utilisée pour retirer des plantes et de certains

organes d‘animaux, des produits alimentaires, pharmaceutiques ou odoriférants, sous formes

%
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de breuvages, drogues ou parfums. Les opérations d‘extraction solide-liquide regroupent

plusieurs méthodes différentes consistant toutes a faire interagir le solvant sur le matériau

solide afin de dissoudre ses composants solubles.

La percolation : consiste a laisser couler un solvant (généralement trés chaud) sur un lit de

solides finement divisés. La préparation du café reléve de cette opération [56].

La décoction : est I’opération dans laquelle le solide (la matiére végétale) est plongé dans le
solvant liquide mis en ébullition. I s‘agit d‘une opération brutale qui doit étre réservée a
I‘extraction de principes actifs non thermolabiles. Elle est cependant trés rapide et parfois

indispensable [56].

L’infusion : est une décoction durant laquelle le solvant est chauffé sans étre mie en
ébullition, suivie du refroidissement du mélange. La préparation du thé est I‘exemple type de

cette opération [56].

La macération : est une infusion dans un solvant a froid. L opération bien que généralement
longue et le rendement souvent médiocre, elle est la seule méthode utilisable dans le cas de
Pextraction d’un ensemble de molécules fragiles. Pour étre efficace, une macération, peut
durer de 4 a 10 jours environ ; ceci peut présenter quelques inconvénients, en termes de
fermentation, ou de contamination bactérienne notamment.

si le solvant utilisé est I’eau. Ces phénoménes peuvent entrainer une dégradation rapide des
molécules actives. En vue d’éviter ou de réduire ces inconvénients, la macération peut étre
opérée dans un récipient couvert, le tout 4 I’abri de la lumiére et, dans certains cas, maintenue

dans un réfrigérateur [57].

La digestion : est une macération a chaud. Cette opération et la macération sont utilisées
particuliérement en pharmacie et en parfumerie. Il s’agit 13 d’une opération plus rapide que la
précédente, ne posant généralement aucun probléme de conservation ni de contamination

bactérienne [57].

L’¢lution : consiste a enlever un soluté fixé & la surface d‘un solide par simple contact avec

un solvant. Elle est fréquemment utilisée dans les méthodes d’analyse [56].
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I1.3.1 L’extraction par solvant organique :

L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les solvants les
plus utilisés & I’heure actuelle sont 1’hexane, le cyclohexane, I’éthanol, le méthanol, le
dichlorométhane et I’acétone. Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé devra posséder une
certaine stabilité face a la chaler, la lumiére ou 1’oxygéne, sa température d’ébullition sera de
préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir chimiquement avec
Pextrait. Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau si bien que les extraits
ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais également bon nombre de
composés non volatils tels que les cires, les pigments, les acides gras et bien d'autres

substances [58].

L’extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet ou un appareil de Lickens-Nickerson
(Figure 11).

Appareil de Soxhlet ~ Appareil Lickens-Nickerson

Figure 11 : montage extraction par solvant

I1.3.2.Description de ’extraction par Soxhlet

L’extracteur Soxhlet est représenté sur la figure 10. Le solide est placé dans une cartouche
poreuse. Le solvant, contenu dans le ballon, est porté & ébullition, ce qui le transfére dans la
partie supérieure. L3, il est condensé grice a un réfrigérant situé en haut de 1’installation et
s’accumule autour et & Pintérieur de la cartouche. Lorsque le solvant atteint le niveau
supérieur du siphon, le mélange est renvoyé dans le ballon par différence de pression, ot il est

a nouveau évaporé. Plusieurs cycles d’extraction sont ainsi effectués, la durée de I’ opération

%
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est laissée libre a Iutilisateur. On considére avoir alors atteint I’épuisement total en soluté du

substrat solide et avoir concentré I’extrait [59,60].
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Chapitre IIT Les métabolites secondaires

e
II1.1.Généralités

Les plantes possédent des métabolites dites « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. Les métabolites
secondaires sont classés en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, les composés
phénoliques, les terpeénes, les stéroides et les composés azotés dont les alcaloides. Chacune de
ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possédent une trés large

gamme d’activités biologiques [61].

ITL.2. Définition des polyphénols

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. Ils sont localisés dans
différentes parties des plantes selon I’espéce végétale et le groupe polyphénolique considérés.
Ces composés regroupent une multitude de molécules et représentent I’un des groupes les plus

importants présents dans le régne végétal [62.63].

Comme définition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés phénoliques
hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant, outre les
propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres

protéines. [64]

Les polyphénols regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au moins
un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’autres constituants. Ils
peuvent aller de molécules simples, comme les acides phénoliques, & des composés hautement

polymérisés, de plus de 30000 Dalton, comme les tannins. [65]

IIL.3. Classification des polyphénols

Les polyphénols possedent plusieurs groupements phénoliques avec ou sans autres fonctions
(alcooliques, carboxyles...). Dans cette famille de molécules, se trouvent de nombreuses
substances, qui peuvent se classer selon leur structure en cinq groupes principaux:

ITL.3.1. Les acides phénols :

Les acides phénols, ou acides phénoliques, ont une fonction acide et plusieurs fonctions

phénols. Ils sont incolores et plutot rares dans la nature. Ils se divisent en deux catégories :

30



Chapitre IIT Les métabolites secondaires

1. Les acides phénols dérivés de 1’acide benzoique sont trés communs, aussi bien sous
forme libre que combinée a I’état d’esters ou d’hétérosides [66]. Exemple : I’acide

gallique qui est un élément principal de la structure des tannins hydrolysables

(Figurel2).
o) 0 CH, 0
HO
OH OH o OH
HO
OH OH
Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique

Figure 12 : Exemple de quelque acides phénols de la série benzoique

2. Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique sont souvent estérifiés. Les plus
courants sont I’acide cinnamique, ’acide caféique, I’acide férulique, I’acide p-

coumarique et I’acide sinaptique [66.67] ; dont certains sont représentés dans la (figure
13).

| i | |

\ OH \ OH \ OH

HO HO

Acide cinnamique Acide ferulique Acide caféique

Figure 13 : Exemple de quelques acides phénols de la série cinnamique
II1.3.2. Les anthocyanes

Les anthocyanes donnent des couleurs trés variées : bleu, rouge, mauve, rose ou rouge. Ces
molécules ont, comme les flavonoides, un squelette de base en C15 formé de deux cycles A et
B, et d’un hérérocycle (cycle C) ; mais leur caractéristique principale est que ce dernier est
chargé positivement. Cette charge est due a leur structure de base commune : le cation

flavylium ou 2 phenyl 1-benzopyrilium (Figure 14) [68].

Les trois anthocyanes principaux sont :

» La pélargonidine : qui a un OH en 4 et donne une couleur rouge-orange.
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> La cyanidine : qui a deux OH en 3’, 4’ ou en 4°, 5°. Elle donne une couleur rouge
magenta.

» La delphinidine : qui a trois OH en 3°, 4°, 5°. Elle donne une couleur mauve.

cycleB

\.
cycle & cycle ¢

Figure 14 : Structure de cation flavylium ou 2-phényl- 1-benzopyrilium
II1.3.3. Les tannins
Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes

principaux :

> Les tannins hydrolysables : sont des esters d’acide gallique qui se lient aux molécules
de glucose. Plus précisément, un glucose se lie a plusieurs molécules d'acide gallique
[69].
> Les tannins condensés : proanthocyanidines : ce sont des composés phénoliques
hétérogenes. Ils se trouvent sous forme d’oligoméres ou polymeres de flavanes,
flavan-3-ols, 5 desoxy-3-flavonols et flavan-3,4-diols.
Les polyméres donnent une structure hérissée d’OH phénoliques capable de former des

liaisons stables avec les protéines [70].

II1.3.4. Les flavonoides

Le terme « flavonoide » est di & leur couleur jaune (= Slavus en latin) désigne une trés
large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols.

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux, souvent responsables
de la coloration des fleurs et des fruits. Ils existent le plus souvent a I’état naturel sous forme
d’hétérosides : les flavonosides. Ils sont trés largement répandus dans le régne végétal (les
fruits, les légumes, les graines ou encore les racines des plantes) [71]. Les familles les plus

riches en flavonoides sont : Fabacées, Myrtacées et Polygonacées [72].

%

32



Chapitre III Les métabolites secondaires

ITL.3.4.1. Structure chimique

Les flavonoides ont un squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et B) reliés entre eux
par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C) (Figure 15). Ils donnent des
couleurs allant du jaune clair au jaune or. Selon les détails structuraux les flavonoides se
divisent en 6 groupes : flavones, flavonols, flavonones, isoflavones, chalcones, aurones.

Ces composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est a-

dire liée a des oses et autres substances [68].

Figure 15 : Structure de base d’un flavonoide [68].
II1.3.4.2. Classification des flavonoides
Les principaux groupes de flavonoides peuvent étre définis et différenciés comme suit :

II1.3.4.2.1. Flavones et flavonols : Le cycle A de ces deux types de molécules est substitué
par deux hydroxyles phénoliques en C5 et en C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou
estérifiés. D’autre part, le cycle B est substitué en C4’ ou di-substitué en C3' et C4' par des
groupements OH ou méthoxyles (OCH3). Les flavonols se distinguent des flavones par un
OH en C3 [73].

O O
OH
O O
Figure 16: Structure base de Flavonols Figure 17: Structure base de Flavones

33



Chapitre III Les métabolites secondaires

I11.3.4.2.2. Flavanones et dihydroflavonols :

Se caractérisent par [’absence de la double liaison entre le C2 et le C3 et par la présence des
centres d’asymétrie. Les variations structurales sont ici de méme nature que celles décrites
pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones par

I’hydroxylation de la position C3 [74].

“ OH
O @)

Figure 18: Structure base de Flavanones Figure 19: Structure base de dihydroflavonols

I11.3.4.2.3 Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols :

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par I’absence du
groupe carboxyle en C4. Cette position peut étre libre (flavan-3-ols et anthocyanidols) ou
hydroxylée (flavan-3,4-diols).

Les anthocyanosides sont caractérisées par I’engagement de ’OH en C3 dans une liaison
héterosidique. On trouve parmi ces composés, le palargonidol-3,4-O-glucoside et le cyamidol-
3-O-rutinose ou keracyanine.

Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont souvent & Iorigine des polymeres flavoniques

appelés proanthocyanidols ou tannins condensés [75].

oo
OH lcl>

Figure 20: Structure base de Flavan-3-ols Figure 21: Structure base de flavan-3,4-diols
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3
O

N

=

OH

Figure 22: Structure base d’anthocyanidols

II1.3.2.4. Chalcones et aurones :

Les chalcones ont leur noyau pyranique central ouvert et sont constituées par deux unités
aromatiques reliées par une chaine tricabonée, cétonique et insaturée. Le noyau B est assez
fréquemment non substitué, alors que les substitutions sur le cycle A sont plus souvent
identiques a celles des autres flavonoides. Les aurones sont caractérisées par une structure de

2-benzylidéne coumarone [74.75].

(‘W‘
OH \\
@) (@)

Figure 23 : Structure base de chalcones Figure 24 : Structure base d’aurone

IIL.3.3. Activités biologiques des flavonoides

II1.3.3.1.Activité antibactérienne

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur ’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a entrainé
la sélection de souches multirésistantes d’oli I’importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires dont les compos€s
phénoliques, sont toujours utilisés dans I’industrie alimentaire et cosmeétique et comme agents

antimicrobiens en médecine populaire.

%
35



Chapitre IIT Les métabolites secondaires

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis-
a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre 1ié & I'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les

adhesines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [76].

Le mécanisme des effets antimicrobiens des flavonoides est sans doute trés complexe.

Parmi les hypothéses avancées, on va citer : [77]

*+ Inhibition de la synthése d'acide nucléique,
% Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique,
% Séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne,

< Inhibition du métabolisme énergétique microbien.

II1.3.3.2.Activité anticancéreuse

Le cancer se présente habituellement comme une tumeur formée d'une masse cellulaire
qui est l'aboutissement d'une série de transformation pouvant se dérouler pendant plusieurs
années, donc la cancérogénése est un processus complexe multi-séquentiel menant une cellule

de I'état sain a un état précancéreux et finalement 4 un stade précoce de cancer [78].

Depuis longtemps, on associe le cancer et le type d'alimentation, de nombreux chercheurs
ont étudié le role des nutriments dans le développement des cancers. Plus récemment des
recherches expérimentales suggérent que les flavonoides sont parmi les substances
susceptibles de retarder voire d'empécher I'apparition de certains cancers, tout en réduisant

d'une maniére spécifique les risques d'en avoir chez les sujets humains [79].

L'activité anticancéreuse des flavonoides est assurée par l'intervention de plusieurs
mécanismes : [79]
% piégeage des radicaux libres,
¢ Inhibition du métabolisme d'acide arachidonique,

% Formation d'un complexe inactif avec le carcinogéne,

o%

* Prévention de I'activation des métabolites carcinogénes,

@,
L X4

Inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses,

K/
*

Arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses,

4

0,
(2

Induction de l'apoptose,

%
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% Inhibition des processus d'angiogénése [80].
II1.3.3.3. Activité anti inflammatoire

Une inflammation par définition est une réaction de défense immunitaire stéréotypée du
corps a une agression (infection, brillure, allergie...) qui se manifeste par une rougeur, un

gonflement, une sensation de chaleur, une douleur qui semble pulser [81].

De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés
anti inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables des
inflammations, ils peuvent aussi moduler 1'adhésion des monocytes durant l'inflammation
athérosclérosique en inhibant l'expression des médiateurs inflammatoires [82] d'autres
flavonoides sont capables d'inhiber I'histamine [83].

Les flavones et les flavonols sous forme glycosylée ou libre comme la quercétine, kaempférol,

myrecétine ont une activité inhibitrice de COX (Cyclooxygénase) [84].
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Ce chapitre est consacré a :

- L’extraction de I'huile végétale des graines de Nigella sativa provenant de deux régions

différentes (Algérie et Inde).

- Détermination des propriétés physico-chimiques et analyse par CG/MS de I’huile végétale

de Nigella sativa.
-Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode de DPPH de I’huile végétale extraite.

- Extraction des flavonoides des graines de Nigella sativa, le dosage et I’étude analytique de
I’extrait flavonique. La raison principale pour le choix de ces substances (flavonoides) réside

dans le fait que la majorité des effets pharmacologiques des plantes leurs sont attribués.

-Evaluation de I’activité antioxydante du contenu flavonique extrait par la méthode de DPPH
et la méthode de réduction de fer (FRAP).

I.1. Matériel
I.1.1. Matiére végétale

Notre étude a été réalisée sur les graines de Nigella sativa provenant de deux régions
différentes. Une espéce algérienne collectée de la région d’Ain Salah, située au centre sud du
Sahara Algérienne et au nord de La wilaya de Tamanrasset. Cette espéce a été récoltée en Mai
2014. Les graines ont été séchées a température ambiante, & Pabri de la lumiére et dans des
endroits bien aérés et conservées dans des sacs. Le deuxiéme échantillon des graines de
nigelle d’origine Indienne a été acheté dans un magasin se trouvant a Blida. L’identification et
la systématique de cette espéce ont été confirmées au niveau du laboratoire botanique du

Jjardin d’essais d’El Hamma (Alger).

€y )

Figure 25 : Les graines Nigella sativa (1) Algérienne (2) Indienne.

%
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I.1.2.Réactifs

N° Réactif Marques Grade
1 | Ether diethylique Sigma Aldrich (Allemagne) analytique
2 | Ethanol 96% / /

3 | Méthanol 2 ] /

4 | Hexane / /

5 | Hydroxyde de potassium KOH Panreac Quimica (Espagne) /

6 | Sulfate de sodium anhydre Na2SO4 | Sigma Aldrich (Allemagne) /

7 | Acide ascorbique / /

8§ | DPPH Alfa Aesar (Allemagne) /

9 | Acide formique Sigma Aldrich (Allemagne) /

10 | Acétate d’éthyle / /

11 | n-butanol / /

12 | Acide gallique / /

13 | acide ascorbique / /

14 | Rutine Natural Factors (Canada) /
1.2. Méthodes

I.2.1 Extraction d’huiles végétales par Soxhlet :

La méthode d’extraction solide-liquide la plus utilisée dans les laboratoires reste néanmoins la
méthode de Soxhlet. La technique consiste & placer un échantillon solide dans une cartouche
de cellulose poreuse. Ce réceptacle est ensuite positionné dans un extracteur de Soxhlet muni
d’un réfrigérant et d’un ballon de distillation contenant le solvant adapté & I’extraction de
I’analyste cible. Son fonctionnement consiste en un lavage itératif de I’échantillon solide par
I’intermédiaire de volumes de solvant fraichement distillés. Les volumes de solvant sont
siphonnés réguliérement dans le ballon de distillation créant des cycles de lavage répétés
Jusqu'a épuisement complet du solide considéré ou jusqu’a obtention d’un pourcentage
suffisant d’extrait. Suite & 1’évaporation totale du solvant contenu dans le ballon de
distillation, I’extrait sec peut étre recueilli en vue de son analyse [85].
L.2.2. Appareillage

L’extraction d’huile végétale des graines de Nigella sativa par Soxhlet en utilisant le

dispositif expérimental schématisé dans la figure 26.
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Figure 26 : montage de Soxhlet
I1 est composé de :
e Une source de chaleur (chauffe ballon),
e Un ballon de distillation de capacité de 500 ml rempli au 300ml d’hexane
surmonté par un Soxhlet contenant la matiére végétale,
e Un coude reliant le Soxhlet au réfrigérant,

e Le réfrigérant est alimenté par un systéme de refroidissement.
1.2.3 Protocole expérimental d’extraction de huile végétale

L’extraction a été réalisée a I’aide d’un extracteur de Soxhlet, une masse de 30 g
d’échantillon solide (graine Nigella sativa L.) broyée et sans broyage, pesée est placée dans
un papier filtre bien fermé de maniére a éviter les transferts des particules d’échantillon
solides dans le ballon de distillation & son tour placé dans la chambre d’extraction d’un
appareil de Soxhlet de 200 ml de capacité. L’échantillon solide est ensuite extrait sous reflux
durant 4 h. Le papier filtre est alors retiré de la chambre du Soxhlet. L huile végétale est
récupérée apres 1’évaporation de ’hexane dans un évaporateur rotatif 2 67°C, ensuite elle est

mise dans un flacon propre, pesée et conservée pour d’autres utilisations.

L.2.4.Calcul du rendement en huile végétale : [86]
Le rendement en huile essentielle est définit comme étant le rapport entre la masse de I’huile
vegétale extraite et la masse de la matiére végétale, il est exprime en pourcentage % et

calculé par la formule suivante :

M
-_— e R
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R (%) = [MHV)M(MV) x100 (Eqt 1)

R (%) : Rendement en huile végétale (en g) pour 100 g de matiére séche
M(HYV) : Masse de I’huile végétale (g)
M(MV) : Masse de la matiere végétale séche utilisée (g)

I.2.5. Propriétés physico-chimiques et organoleptiques de I’huile végétale

La détermination des propriétés organoleptiques (aspect, couleur, odeur) et physico-chimiques
suivant la norme A.F.N.O.R. [87] constituent un moyen de vérification et de contrdle de la
qualité de I’huile végétale de Nigella sativa L.

Les modes opératoires sont données en annexe 1.

1.2.6.Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CG/MS)

1.2.6.1.Préparation des dérivés esters méthyliques d’acides gras

Les triglycérides contenus dans les extraits ont été dérivés sous forme d’esters méthyliques
d’acide gras. Les dérivés méthyliques d’acides gras ont été préparés par frans-estérification
selon la méthode officielle AOCS Ce 2-66 [88]. Ainsi, une catalyse basique est utilisée pour
la dérivatisation des acides gras en utilisant une quantité définie (4 ml) de soude méthanolique
0,5M additionnée a une masse spécifique (100 — 250 mg) d’huile brute extraite. Le mélange
ainsi préparé est chauffée pendant 10 min dans un ballon de 50 ml surmonté d’un réfrigérant,
et un volume de 5 ml de réactif BF3-méthanolique est ajouté a la solution. Le ballon est alors
porté a ébullition pendant 2 min et 5 mL de n-heptane sont ajoutés par le réfrigérant. Aprés
Imin, le ballon est retiré du chauffage et un volume de 15 mL de solution saturée en chlorure
de sodium est ajouté. Le ballon est ensuite bouché puis agité vigoureusement pendant 15 sec.
Une petite quantité de la phase heptanique surnageante est prélevée puis transférée dans un
tube & hémolyse contenant une pointe de spatule de sulfate de sodium anhydre. Les
échantillons sont ensuite filtrés sur filtre en cellulose régénérée 0,2 pm avant d’étre injectés
directement en chromatographie gazeuse couplée a une détection par spectrométrie de masse.

Aprés dérivation, les analyses sont réalisées trois fois au minimum.

Conditions opératoires:
L’huile a €té analysée par CG/MS en utilisant un chromatographe HP (Agilent technologies)
6800 plus couplé a un spectrometre de masse HP (Agilent technologies) MSD 5973.

42



Partie expérimentale Matériels et méthodes
e o e e e L e B N S D G A F e

Injecteur

Température : 260°C

Mode d’injection : Split 20 :1

Volume injecté : 0.2 pl

Colonne

Type : hp-5MS

Dimensions : long 30 m * D int 0.25 mm * épaisseur film 0.25 pm

Température du four :70°C pendant 2 min, 10°C/min jusqu’a 220°C, isotherme pendant 20
min, 5°C/min jusqu’a 280°C, isotherme pendant 3 min

Gaz vecteur : Hélium pure

Débit GV : 0,5 ml/min

Détecteur de masse : Mode d’analyse : Scan (de 34 4 550)
Température de I’interface : 280 °c

Type d’ionisation : Impact électronique

Intensité du filament : 70 év

Type de I’analyseur de masse : Quadripdle

Température du quadripéle : 150 °c

Température de la source : 230 °c

1.2.7. Evaluation de P’activité antioxydante de ’huile végétale

L’activité antioxydante a été déterminée par la méthode du test au DPPH.
1.2.7.1.Méthode de piégeage de radical libre DPPH
1.2.7.1.1. Principe :

Le DPPH est un radical stable ; cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au
sein de la molécule. La présence de ces radicaux DPPH donne lieu a une coloration violette
foncée de la solution qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux DPPH
par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution [95].

On peut résumer la réaction sous la forme de I’équation :
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DPPH + (AH)n — DPPH-H +(A)n (Eqt 2)

Ou (AH)n représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet)
pour le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique

de décoloration a 515 nm.

1.2.7.1.2. Mode opératoire :

On introduit 1 ml de chaque solution méthanoique des extraits & différentes concentrations ou
le standard (acide ascorbique) sont ajoutés a2 1 ml de la solution méthanoique du DPPH
(0,0025g/1). En paralléle, un contrdle négatif est préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec
1 ml de la solution méthanoique de DPPH [96].

La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a

515nm apreés 30 minutes d’incubation & I’obscurité et i la température ambiante.

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés & ceux obtenus pour I’acide
ascorbique pris comme antioxydant standard. L’activité antiradicalaire est estimée selon

I’équation suivante :

% d’activité anti radicalaire = [(Abs contrdle — Abs échantillon)/Abs contrdle] x100 (Eqt 3)
1.2.7.1.3. Calcul des IC50 :

IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée EC50 pour Efficient concentration
50), est la concentration de I’échantillon testée nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH.
Les IC50 sont calculées graphiquement par la méthode de régression linéaire des graphes
tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions

testées.

1.2.8. Extraction des flavonoides

Nous avons réalisé 1’extraction des flavonoides de Nigella sativa a I’échelle laboratoire par

macération dans un mélange de solvant organique /aqueux.

1.2.8.1.Protocole expérimental

1.2.8.1.1. Préparation de Pextrait brut:

Les flavonoides sont extraits du matériel végétal par macération dans un mélange
hydroalcoolique : éthanol/eau (50/50 : V/V) a température ambiante et a I’obscurité, cette

opération est renouvelée trois fois toute les 24h. Le rapport solvant / matériel végétal utilisé

m
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était de 10/1 (ml / g). L’extrait hydro alcoolique est récupéré apres filtration. Ensuite le
mélange €thanol/eau est éliminé du filtrat par évaporation permettant d’obtenir I’extrait brut
de Nigella sativa.

L’extrait brut est repris dans de 100 ml de [I’eau distillée bouillante solubilisant
quantitativement les flavonoides, ensuite il est laissé décanter 4 température ambiante
pendant 24 heures. La décantation est nécessaire pour éliminer les boues, les graisses et les
résines risquant de géner la suite des opérations .Un volume 50 ml de cet extrait a été soumis
a une évaporation jusqu’a I’élimination de I’eau puis conservé jusqu’a usage. Le volume

restant sera fractionné ultérieurement [89].
1.2.8.1.2.Fractionnement de ’extrait brut :

Dans des ampoules a décanter, 1’extrait brut est épuisé successivement par 3 solvants (éther
diethylique ; I’acétate d’éthyle et le n- butanol) L’extrait brut est initialement mélangé avec 20
ml d’éther diethylique le mélange est laissé décanter pendant 30 min ; la phase organique
superieure est récupérée. L’extraction est refaite deux fois, I’éther diethylique est par la suite
¢vaporé a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif puis pesées et reprises par 5 ml du méthanol, et
conserves jusqu’a utilisation. L’extrait résultant est considéré comme étant la fraction d’éther
diethylique. La phase aqueuse résiduelle est soumise a une autre extraction liquide-liquide par

I’acétate d’éthyle et le n-butanol, en suivant les mémes étapes que la premiére extraction.

La série d’extraction permet d’obtenir quatre fractions ; la fraction d’éther
diethylique(EEt), la fraction d’acétate d’éthyle (EAc), la fraction du n-butanol (En-BuOH), et
la fraction aqueuse (EAq) résiduelle. Le schéma suivant (figure 27) présente les différentes

étapes de I’extraction des flavonoides.
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Les graines de
Nigella sativa
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Figure 27 : schéma de I’extraction des flavonoides de Nigella sativa

46



Partie expérimentale Matériels et méthodes

1.2.8.1.3.Les rendements en extraits secs flavonoiques obtenus 2 partir de DP’espéce
étudiée

Le calcul du rendement de I’extrait brut et le rendement de chaque extrait flavonoique
(fraction éther d’éthylique, acétate d’éthyle, 1-butanol et aqueuse) a été déterminé par rapport

a 100 g du matériel végétal sec selon la relation suivante :

Rdt (%) = [(M1 -M2)/ M3] x 100 (Eqt 4)

M1 : masse du ballon aprés évaporation.
M2 : masse du ballon avant évaporation (ballon vide).

M3 : masse de la matiére végétale de départ.

L 2.9. Dosage des polyphénols

Le dosage des Polyphénols a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-

Ciocalteu selon la méthode cité par (Wong et al., 2006)[90].

1.2.9.1. Principe :

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles
présents dans l'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteau consiste en une solution jaune acide
contenant un complexe polymérique d'ions (hétéropolyacides). En milieu alcalin, le réactif de
Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses
hétéropolyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu. Cette coloration bleue dont I’intensité
est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu donne un

maximum d’absorption a 765 nm [91].

1.2.9.2.Mode opératoire [92] :

- Introduire 200ul de la solution de I’acide gallique a différentes concentrations dans les tubes
d’une premiére série,

- 200 pl de chaque extrait dilué dans 5 ml du méthanol dans les tubes d’une deuxiéme série

- Ajout de 1ml du réactif Folin Ciocalteu dilué 10 fois,

-laisser agir 4 minutes puis ajouter 800 pl de la solution de carbonate de sodium (Na2CO03) a
7.5% dans chaque tube,

- Agitation puis incubation a 1’obscurité pendant 2 heures,

- Lecture des absorbances a 765 nm.

m
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E
Le blanc est représenté par 200 pl de méthanol, additionnée de 1 ml du réactif de Folin-

Ciocalteu et 800ul de carbonate de sodium & 7.5 %.
1.2.9.3. Expression des résultats :

La concentration en composés phénoliques extractibles totaux est déterminée en se référant a
la courbe d’étalonnage de I’acide gallique, les résultats sont exprimés en milligramme
d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait de plante (ug EAG/ gE).

Le total des composés phénoliques est déterminé selon I'équation suivante

T=C.V/M (Eqt 5)
T : Représente le total des composés phénoliques (ug EAG / g d’extrait sec de la plante)
C : Concentration d’extrait éthanolique équivalente a I’acide gallique, obtenue a partir de la
courbe d'étalonnage (pg/ml)
V : le volume d'extrait éthanolique (ml)

M : masse sec d'extrait éthanolique de la plante (g)

1.2.10. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les

extraits de Nigella sativa. (Markham,K.R (1982)) [93].

1.2.10.1. Principe :

La méthode de chlorure d’aluminium est basée sur la formation d’un complexe Flavonoides-

aluminium, ce dernier & un maximum d’absorption 420nm.

1.2.10.2. Mode opératoire :

Une gamme de 12 concentrations de rutine allant de 0.9 4 40 pg /ml a été préparée a partir
d’une solution mére de 40 pg /ml de concentration 1 ml de chaque extrait et du standard a été
ajouté a un volume égal d’une solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Le mélange a été

vigoureusement agité et I'absorbance & 430 nm a été lue aprés 10 minutes d’incubation 2

I’aide d’un spectrophotométre [93].
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1.2.10.3.Expression des résultats :

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire
(y = a x + b) réalisé par un standard étalon "la rutine" et les résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalent de rutine par gramme d’extrait (ng EQ/g d’extrait).

I1.2.11. Analyse qualitative par chromatographique sur couche mince CCM

La chromatographie (CCM) est une méthode d'analyse chimique qualitative permettant la
séparation et I'identification des espéces chimiques d'un mélange. Elle repose principalement
sur des phénoménes d’adsorption. La chromatographie d'adsorption est basée sur la différence
d'affinité existant entre ses composés. La phase mobile « I’€luant » est un solvant ou un
mélange de solvant qui se progresse le long d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de
verre ou sur une feuille semi-rigide de matiére plastique ou d’aluminium. Apres que
I’échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui
dépend de leur nature et de celle du solvant. Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé
I’échantillon est placée dans la cuve, I’éluant monte a travers la phase stationnaire,
essentiellement par capillarité. En outre, chaque composé de I’échantillon se déplace a sa
propre vitesse derriére le front du solvant [94].

Dans le cas de substances colorées, on visualise plusieurs taches traduisant une séparation.
Dans le cas de substances non colorées, il faut les rendre visible, trois solutions s’offrent :
Placer la plaque sous lampe UV, utiliser de la vapeur d’iode pour colorer les taches ou utiliser

un révélateur chimique.

Chaque constituant migre d’une certaine hauteur, caractéristique de la substance que I’on
appelle rapport frontal ou rétention frontale RF avec : Rf =hauteur de la tache/hauteur du front
du solvant. Chaque tache correspond & un constituant et on 1’identifie par comparaison du Rf

avec un témoin.

1.2.12. Etude de Pactivité antioxydant des fractions flavonoides

Des nombreuses méthodes sont utilisées pour I’évaluation de 1’activité antioxydant des
extraits flavonique purs ou des extraits. La plupart de ces méthodes sont basées sur la
coloration ou décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre étude nous

avons utilisé deux méthodes différentes : la méthode du test DPPH et la méthode de FRAP.
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1.2.12.1.Méthode de piégeage de radical libre DPPH :
Le principe et le mode opératoire de I’activité antioxydante par la méthode du test au DPPH a

¢té déja décrite au niveau du paragraphe 1.2.7.
1.2.12.2 Méthode de Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

500 pl de PPéchantillon a différentes concentrations, est mélangé avec 1.25 ml d’une solution
tampon phosphate 4 0.2 M (pH= 6.6) et 1.25 ml d’une solution de ferricyanure de potassium
K3Fe (CN)s a 1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la température
ambiante. Puis 2.5ml d’acide trichloracétique 2 10% est ajouté pour stopper la réaction,
ensuite les tubes sont centrifugés a 3000 tours pendant 10 min. 1,25ml de surnageant est
ajouté & 1.25 ml d’eau distillée et 250pl d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H20) a
0.1%. La lecture des absorbances se fait contre un blanc a2 700 nm & Paide d’un
spectrophotométre. La méme expérience a été faite en remplagant les échantillons par le

standard « I’acide ascorbique » dans les mémes conditions [971].
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IL.1.Calcul du rendement d’extraction des huiles végétales :

- L’huile végétale des graines de Nigella sativa provenant de deux régions différentes :

Algérie et Inde a été extraite par Soxhlet a I’échelle laboratoire (tableau 8).

Tableau 08 : Rendement obtenu de graines de Nigella sativa

Huiles végétales | Huiles végétales de

de NS Algérienne NS Indienne

Avec broyage 16.64 + 0.34 17.23 £ 0.69
Sans broyage 0.37 + 0.008 0.36 = 0.03

18 - §
16 - ?,
Sl
124
S 10 4 ‘g
S g Avec brovage |
2 | i
= 6 - m Sans broyage |
) J - {
&g 4 ! ;
24 . !
. e {
0 -i T —
Huiles vegetales Huiles végétales |
de NS de NS Indienne
Algérienne |

Figure 28: représente les rendements d’huile végétale

On constate d’aprés ces résultats que le rendement de I’huile végétale des graines de Nigella
sativa Algérienne donne un rendement de 0.37, 16.44 pour les graines sans et avec broyage

respectivement.

Pour la deuxiéme variété de graines d’origine Indienne donne un rendement de 0.36, 17.23
pour les graines sans et avec broyage respectivement. On conclut que les graines pour les

deux variétés donnent le meilleur rendement avec broyage.

IL.2.Propriétés organoleptiques de I’huile végétale des graines de Nigella sativa
L’huile végétale des graines de Nigella sativa obtenue par Soxhlet présente les caractéres

organoleptiques regroupés dans le tableau 09.
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Tableau 09 : Propriétés organoleptiques de I’huile végétale des graines de Nigella sativa

Aspect Couleur Odeur
p
" Trés aromatique
i Liquide huileux PR .
NS Algérienne q limoide jaune-orangé €picee, piquante, trés
P caractéristique
- ; Aromatique, épicée
. Liquide huileux i . ’
NS Indienne q limpide vert-jaune piquante,
p caractéristique

1) 2

Figure 29 : huile végétale des graines de Nigella sativa (1) Algérienne et (2) Indienne

IL.3.Caractéristiques physico-chimiques de I’huile végétale des graines de Nigella sativa

Les résultats des analyses physico-chimiques sont donnés sur le tableau 32:

Tableau 10 : Caractéristiques physico-chimiques de I’huile végétale des graines de Nigella
sativa :

I A Is IE IR Densité Ip

NS Algérienne | 3.76 | 58.06 |54.30 | 1.3684 |0.998492 |18.96
NS Indienne 241 |51.33 |48.92 |1.3688 |0.998867 |20.21

Les paramétres physico-chimiques sont influencés par les conditions édaphiques et

climatiques ainsi que les conditions de culture des plantes.
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o La densité des huiles est généralement inférieure a 1 (sauf quelques exceptions), ce qui

est vérifi€ pour notre huile.

e L’indice de réfraction dépend de la composition chimique qui augmente en fonction
des longueurs des chaines d’acides, de leurs degrés d’insaturation et de la
température. Il varie essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en dérivés
oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice élevé. Les valeurs
d’indice de réfraction mesurées est légérement supérieure a ’indice de réfraction de
PPeau a 20°C (1,333) et légérement inférieure a I’indice de I’huile d’olives a 20°C
1.460. Le faible indice de réfraction d’huile végétale indique leur faible réfraction de
la lumiére, ce qui pourrait favoriser leur utilisation dans les produits cosmétiques
[98].

e L’indice d’acide donne une idée sur le taux d’acides libres; Une huile de bonne
qualité doit présenter une acidité faible. Dans notre étude, cet indice est un peu élevé
pour les deux échantillons. Cela peut trouver une explication dans la dégradation de

I’huile végétale durant sa conservation [99].

e L’indice de saponification nous révéle la longueur des chaines hydrocarbonées des
acides gras, il caractérise le poids moyen de la matiére grasse auquel il est
inversement proportionnel : plus le poids moléculaire est élevé, plus I’indice de

saponification est faible [98].

e [’indice de peroxydes: en général une matiére grasse présente un golit de rance
lorsque l'indice de peroxydes atteint de 100 & 320, ce qui correspond de 10 a 20
millimolécules de peroxydes / Kg [99].

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire mais non
suffisante pour caractériser les huiles végétales. Il est donc nécessaire de la compléter par des

analyses chromatographiques : GC/MS.

IL.4. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/MS) pour les graines de Nigella sativa Algérienne :

L’huile végétale extraite par Soxhlet, a été ensuite, analysée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. 28 composés, représentants 99% de I’huile
végétale de Nigella sativa dont 5 composés majoritaires avec une teneur qui dépassent
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96.14% sont identifiés. Les composés sont listés dans le tableau 11. Le chromatogramme de

I’huile obtenue est donné dans la figure 30.

Tableau 11: Composés identifiés dans I’huile végétale des graines de Nigella sativa
Algérienne par GC/MS

o Temps de i Famille Composition
N . Composés Pourcentage .. 5 4

rétention chimique chimique

1 18.56 Acide palmitique 14.8 % AG saturé CigH3,0,

2 21.479 Acide linoléique 543 % AGpoly CiaH0s
Insature

3 21.56 Acide oléique 222 % AG insaturé CisH340,

4 21.92 Acide stéarique 28% AG saturé CisH360,

5 26.67 Acide Eicosadienoique 2.04 % AG poly CaoHs60»
insature

Les résultats obtenus montrent que ’huile totale des graines de Nigella sativa est trés riche en
acides gras insaturés représentant 80,6 % de I’huile totale. Alors que la teneur en acides gras
saturés ne représente que 19,4 % de I’huile totale. Elle est composée majoritairement de :
I"acide linoléique (54,3 %), I’acide oléique (22,2%) et I’acide palmitique (14,8%).
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Figure 30 : Chromatogramme d’analyse de I’huile végétale des graines de Nigella sativa

ILS. Evaluation de Pactivité antioxydante par la méthode de DPPH de I’huile végétale
extraite

La mesure de Pactivité antioxydante est évaluée par spectrophotométrie en suivant la
réduction du radical DPPH qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la

couleur jaune mesurable 4 515 nm.

Dans notre travail nous avons étudié I’activité antioxydante des huiles végétales des graines
¢tudiées. La coloration, mesurée au spectrophotométre, est inversement proportionnelle a
PPactivité anti-radicalaire des composés dont on souhaite déterminer leurs activités. Les
valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure linéaire présentée dans les

figures ci-dessous.

Tableau 12 : variation de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de
standard d’acide ascorbique.

Concentration 0.1 0,15 0,25 0,5 1 125
(ng/mL)
spide 36,98 40,1 44,2 582 81,3 91,23
ascorbique
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Figure 31 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par I’acide ascorbique

Tableau 13 : variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration d’huile
végétale de Nigella sativa Algérienne.

0 trati
Coneenfafion. 0,6 0.8 1 1,2 1.4
(ng/ml)
d
HV, .eNS 3,205 15,955 25,223 38,602 49,08 62,476
Algérienne
70 4
— ¥=58444x-20176 |
! ! R=0.9995
g 50 -
E / . . . !
= 40 - @ HV de Nigella sativa |
-E Algéerienne ]
= 30 - i
i E . Linéaire (HV de I
% 20 - Nigella sativa i
| 165 Algeerienne )
i
0 ; : :
’ 0 0.5 1 1.5

i
§
i

Concentration en (Jig/ml)

| S

Figure 32 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par huile végétale de Nigella Sativa
Algérienne.

Tableau 14 : variation du pourcentage d’inhibition en fonction de concentration d’huile
végétale de Nigella sativa Indienne

Loncentralion | 0,6 0,8 1 12 1,4 1,6
(pg/ml)
HV de NS 1,66 | 10,611 | 19,939 | 32,025 | 41,881 | 49.63 | 59,874
Indienne
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Figure 33 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par huile végétale de NS Indienne.

A partir des résultats obtenus et pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons

introduit le paramétre IC50.

Calcul d’IC50 : il définit la concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50%
du DPPH en solution. Les valeurs d’IC50 des huiles végétales de Nigella sativa sont
enregistrées dans le tableau 15 et dans la figure 34.

Tableau 15: Valeurs des ICso des huiles végétale et témoin déterminées par le test au DPPH.

HYV de NS Algérienne HV de NS Acide ascorbique
Indienne
ICsp 1,2 1,391 0,351

[
(=)
|

% d'inhibition
[
[ee]
!

HICSs
0.6 IC=0
04 -
0.2 - §
0 — ; - A
HV de NS HV de NS A ascorbique i
Algérienne Indienne

Figure 34 : Les valeurs d’IC50 des huiles végétales d’Nigella sativa et témoin détermindes
par le test au DPPH

%
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Nous constatons que I'EC50 deux huiles végétales de « Nigella sativa » est supérieure 2 ce lui
de I’acide ascorbique qui est trés actif & cause de son hydro-solubilité marquée. Nous
déduisons par conséquent que ’action de notre huile est inférieure a celle de la vitamine C.
En Effet, le pouvoir antioxydant est d’autant plus important que la capacité de piéger le
radical libre DPPH soit élevée.

D’aprés les résultats illustrés dans I’histogramme on remarque que nos échantillons ont un
pouvoir antioxydant moyen.

On conclut que I'huile végétale de graines de Nigella sativa Algérienne est plus active que

celles d’huile végétale de Nigella sativa provenant de I’Inde.

I1.6. Extraction des flavonoides

La préparation des extraits a partir des graines de Nigella sativa a été effectuée selon la
méthode de (Wong et al,2006) [90] modifiée, qui est trés recommandée pour I’extraction des
flavonoides. Cette extraction a été effectuée en deux grandes étapes, la premiére est une
extraction par un mélange hydroalcoolique éthanol/eau (50/50 V/V) pour obtenir initialement
Pextrait brut contenant les flavonoides totaux. La deuxiéme étape de fractionnement a &té
réalisée par une série de solvants a polarité croissante (éther diethylique — acétate d’éthyle —
n-butanol) permettant ainsi de séparer les composés de ’extrait brut selon leur degré de
solubilité dans les solvants d’extraction et donc selon leur degré de glycosylation (flavonoides
aglycones, mono, di et tri-glycosylés) [100]. Aprés le fractionnement de [I’extrait
hydroalcoolique ; différents extraits ont été obtenus successivement: I’extrait éther diethylique
(EEY), I’extrait d’acétate d’éthyle (EAc), I’extrait n-butanol (E-BuOH) et I’extrait aqueux
(EAq).

Le rendement a été€ déterminé par rapport 2 100 g du matériel végétal sec et broyé et exprimé
en pourcentage (P/P). La couleur, I’aspect ainsi que le rendement de chaque extrait par

rapport au poids sont représentés dans le tableau 16 ci-dessous.
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Tableau 16 . Aspects, couleurs et rendements des diverses fractions extraites a partir des
graines de Nigella sativa

Extrait Aspect Couleur Rendement de | Rendement de
NS Algérienne | NS Indienne

EEt Poudre Jaune 0.28 0.38

EAc Pateux Jaune foncé 0.21 0.05

En-BuOH Pateux Brunétre foncé 1.76 1.41

EAq Poudre Brunétre 2.40 2.22

() @) €) C))

Figure 35 : Les fractions des graines de Nigella sativa (1) éther diethylique, (2) acétate
d’éthyle, (3) n-butanol, (4) Aqueux.

Les résultats obtenus montrent que dans les deux variétés des graines de Nigella sativa, les
extraits En-BuOH et EAq ont donné les proportions les plus élevées en comparaison avec les
extraits EAc et EEt. Pour les graines de Nigella sativa Algérienne, I’extrait aqueux représente
le rendement le plus élevé (2.40 %) suivi de ’En-BuOH avec un rendement de (1.76%), les

extrait EEt et EAc ont les plus faibles rendements (0.28% et 0.21 % respectivement).

Pour les graines de Nigella sativa Indienne, I’extrait aqueux représente le rendement le plus
élevé (2.22 %) suivi de 'En-BuOH (1.41%), les extrait EEt et EAc ont les plus faibles
rendements avec 0.38% et 0.05 % respectivement.

Cette méthode d’extraction menée a température ambiante permet d’extraire le maximum de
composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux températures
€levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.

%
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Figure 36: Rendements en (%) des extraits étudiés de Nigella sativa

D’aprés les résultats obtenus ; on remarque que le rendement le plus élevé est celui de
Iextrait aqueux pour les deux variétés des graines, il est de; 2.4% ; 2.12 % respectivement.
Cependant, I’extrait Acétate d’éthyle présente un faible rendement par rapport aux autres
extraits.

Aussi, les résultats mentionnés montrent que tous nos extraits sont solubles dans I’eau.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relatif et semble étre lié aux propriétés génétiques des graines ainsi qu’a
Iorigine géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte et aussi aux

méthodes d’extraction appliquées.
I1.6.2. Dosage spectrophotometrique
I1.6.2.1. Dosage des Polyphénols totaux, des flavonoides :

L’estimation quantitative des Polyphénols totaux a été réalisée en utilisant la méthode de

Folin-Ciocalteu (Wong et al, 2006) [94]. L’acide gallique a ét¢ utilisé comme standard.

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium

(Markham,K.R (1982)) [93]. La rutine a été utilisée comme standard.

Les résultats du dosage sont représentés dans les tableaux 19 et 20, et les courbes

d’étalonnages dans les figures 37, 38.
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Tableau 17 : variation d’ Absorbance en fonction de concentration de standard Acide

gallique.
trati
Covamimt | 55 20 40 60 80 100
(pg/ml)
acide gallique 0,14 0,235 0,4 0,59 0,765 0,933
i
17
0,9 - / ¥ =0.,0088x+ 0,054
0,8 - R=0.999 |
5 o7
W i
S 06 _ . (
< 05 @ acide gallique f
? S o4 - '
2 43 j ——Lingaire (acide
3 63 J\ r 4 gallique) ;
Z ol ¢
i 0 50 100 150
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Figure 37 : Droite d’étalonnages de I’acide gallique

Tableau 18 : Variation des absorbances en fonction des différentes concentrations de
standard la rutine.

Comoentiotion | o | wz |25l 85 5 | 10 Lis| 50 | 33 30 | 40
(pg/ml)
Abs 0,019 0,051 [ 0,07 | 0,098 | 0,141 | 0,275 | 0,4 | 0,548 | 0,688 | 0,819 | 1,038
1,2

Absorbance a 430 mn

oy

2
00

o
(=]
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S

o
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Q

v=0,0266x+ 0.0095
R=10.9996

10
Concentration de Rutine (ugml)
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== ADbs

— Lingairs (Abs)

Figure 38 : Droite d’étalonnages de la Rutine.

62




Partie expérimentale Résultats et Discussion

Tableau 19 : Résultats du dosage des polyphénols totaux, des flavonoides condensés dans

les extraits de Nigella sativa Algérienne

Extraits Polyphénols (a) Flavonoides (b)
EEt 75.320 + 0.465 2.338 +0.389
EAc 161.914 + 0.520 17.960 + 0.143
En-BuOH 125.001 + 0.453 24.338 £ 0.219
EAq 180.245 + 0.216 8.302 +0.295

Tableau 20 : Résultats du dosage des polyphénols totaux, des flavonoides condensés dans

les extraits de Nigella sativa Indienne

Extraits Polyphénols (a) Flavonoides ()
EEt 22.090 + 0.322 1.050 + 0.362
EAc 94.369 + 0.152 12.534 £ 0.229
En-BuOH 87.725 +0.532 1.569 + 0.400
EAq 163.205 +£0.443 9.687 +0.273

(a) ug d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
(b) pg d’équivalent de rutine par mg d’extrait (ug ER/mg d’extrait).

Selon les résultats illustrés ci-dessus, on distingue que les fractions de NS Algérienne sont les

plus riches en phénols totaux par rapport aux fractions de NS Indienne qui présente une teneur
faible.

Les résultats du dosage des Polyphénols totaux révélent que :

® Pour les fractions de NS algérienne : la teneur en composés phénoliques de I’extrait
aqueux (180.245 + 0.216 ug EAG/g d’extrait) est supérieure a celle de I’extrait
d’acétate d’éthyle (143.914 + 0.250 pg EAG/g d’extrait), I’extrait En-BuOH renferme
(125.001 + 0.453 pg EAG/g d’extrait), tandis que I’extrait éther diéthylique ne
contient que (75.320 + 0.467 pg EAG/g d’extrait).

e Pour les fractions de NS Indienne : I’extrait aqueux est plus riche en composés
phénolique (163.205 + 0.443 ug EAG/g d’extrait) suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle
(94.396 + 0.152 pg EAG/g d’extrait), I’extrait En-BuOH renferme (87.725 £ 0.532 pg
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EAG/g d’extrait), alors que 1’extrait éther d’éthyle ne contient que (22.090 + 0.322 pg
EAG/g d’extrait) respectivement.

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure d’aluminium
révéle que :

o Pour les fractions de NS Algérienne : I’extrait d’acétate d’éthyle et I’extrait butanol
sont les plus riches en flavonoides avec des teneurs de (24.33 £ 0.219 pg ER/g
d’extrait) et (17.960 + 0,143 pg ER/g d’extrait) respectivement. Par la suite vient
Pextrait aqueux (8.302 + 0.295 pg ER/g d’extrait) suivi par Pextrait éther d’éthyle
(2.33 £0.389 pg ER/g d’extrait).

e Pour les fractions de NS Indienne . I’extrait d’acétate d’éthyle et I’extrait aqueux sont
riches en flavonoides avec des teneurs de (12.534 + 0.229 ug ER/g d’extrait) et (9.687
+ 0.273 png ER/g d’extrait) respectivement. Par la suite vient ’extrait butanol (1.569 =
0.400 pg ER/g d’extrait) suivi par I’extrait éther d’éthyle (1.050 + 0.362 pg ER/g

d’extrait).

D’aprés les résultats de Boudiaf en 2006 [104], I’extrait Acétate d’éthyle est riche en
Polyphénols (79.48 + 8.80 ng EAG/mg d’extrait) et pauvre en flavonoides (5.96 + 0.25 pg
EQ/mg d’extrait), cependant dans I’extrait aqueux que renferme & (23.81 £ 2.67 ug EAG/mg
d’extrait) des Polyphénols et ne contient que (3.17 + 0.16 ng EQ/mg d’extrait) des

flavonoides.

D’apres M.Asma en 2008 [20], Iextrait Acétate d’éthyle contient une teneur de polyphénols
(7243 + 8.80 pg EAG/mg d’extrait), lesflavonoides (4.19 + 0.09 png EQ/mg d’extrait) et
Iextrait aqueux renferme que des Polyphénols (27.57+ 0.58 ng EAG/mg d’extrait) et des
flavonoides (4.19 + 0.09 pg EQ/mg d’extrait).

H.Talbi et al en 2015 [92] & trouvé la teneur de Polyphénols totaux et les flavonoides sont
(163.32 £ 10.26 pg EAG/mg d’extrait), (169.26 + 5.78 ug EQ/mg d’extrait) respectivement

dans I’extrait aqueux de Nigella sativa cultivée dans la région d’ Arfoud (Maroc).

En effet, la teneur en polyphénols totaux n’est pas stable et se differe d’une plante a une autre
méme entre les espéces du méme genre, Ceci pourrait étre attribués aux différences de
polarité des solvants, aux techniques d'extraction et aussi bien a dautres facteurs
environnementaux tels que le climat, 1’exposition au soleil et la composition du sol, qui peut

changer le métabolisme phénolique des plantes [101,102].
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IL.7. Analyse qualitative par chromatographique sur couche mince CCM

Pour avoir les empreintes flavoniques de nos extraits, et avoir une idée sur leurs compositions
chimiques, une chromatographie analytique sur couche mince a été réalisée en utilisant deux
systémes solvants moyennement polaires. Sous lumiére UV a 365 nm Les différentes taches
de produits qui se présentent sur les chromatogrammes ont été délimitées.

Les couleurs des spots et leurs Rf observés sous UV suite & une analyse par chromatographie

sur couche mince, nous ont permis de révéler la présence des flavonols.

Nous avons adopté deux systémes de solvants :

Systéme 1 : Chloroforme/ méthanol/acide acétique/eau ; (40:6:0,1:0,2) (v:v:v:v)

Systéme 2 : Acétate d’éthyle/ acide formique/ eau distillée ; (32 : 8 0);(viv:iv)

Les deux systemes de migration ont permis d’avoir une séparation chromatographique et une
visibilité acceptable des spots. La révélation est réalisée par I’observation sous lumiére

ultraviolette a 365 nm ont permis d’avoir une visibilité acceptable des spots.

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau 06 et présentés dans les figures 36.

i D)
Figure 39 : plaque CCM des extraits flavonique de Nigella sativa (1) NS Algérienne,
(2) NS Indienne

> Pour le systéme 01 : mauvaise séparation pour les deux variétés

> Pour le systéme 2 :

%
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M BEOUIEAS LASCUSSION
“
Les fractions de NS Algérienne : nous avons pu mettre en évidence cinq composeés pour la

fraction Ether diethylique, un seul composé pour la fraction Acétate d’éthyle, six pour

I’extrait butanolique et quatre composés pour I’extrait aqueux.

Les fractions de NS Indienne : nous avons pu mettre en évidence deux composés pour la
fraction Ether diethylique et Acétate d’éthyle et sept composés pour I’extrait butanolique et

aqueux.

Comme il est illustré sur les figures ci-dessus, nous avons déterminé le Rf de chaque couleur

et les résultats sont représentés dans les tableaux suivants.

Tableau 21 : comportement chromatographique des extraits EEt, EAc, n-BuOH , EAq de

Nigella sativa Algérienne dans le systéme 2 :

Extrait Rf Observation
EEt 0.38 Violet
EAc 0.17 Violet
0.74 Violet
En-BuOH 0.17 Violet
0.23 marron
0.27 Bleu
0.31 Jaune fluorescent
0.41 Bleu
0.64 Jaune
0.70 Jaune
NS Algérienne 0.80 Violet
EAq 0.06 marron
0.17 marron
0.25 Bleu
0.31 Jaune fluorescent
041 Violet
0.52 Bleu
0.58 Violet
0.67 Bleu
0.74 Violet
0.82 Violet
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Tableau 22 : comportement chromatographique des extraits EEt, EAc, n-BuOH , EAq de
Nigella sativa Indiénne dans le systéme 2 :

Extrait Rf Observation
EEt 0.2 Violet
0.31 Violet
0.34 Jaune
0.52 Bleu
0.76 Violet
EAc 0.76 Violet
En-BuOH 0.23 Violet
. . 0.31 Violet
NS Indienne 0.36 .
0.47 Violet
0.54 Bleu
0.76 Violet
EAq 0.10 Marron
0.32 Jaune
0.52 Bleu
0.76 Violet

Tableau 23: Les résultats de la chromatographie sur couche mince des témoins des composés

phénoliques Systéme solvants 1 [100].

Témoins Rf Couleurs des spots (365 nm) | Classes phénolique
Rutine 0.04 violet Flavonol
catéchine 0.09 violet Flavonol
Acide gallique 0.13 Bleu violet Acide phénol
Quercétine 0.41 jaune Flavonol
Acide paracoumarique 0.64 violet Acide phénol
Pyrocatéchol 0.71 violet Phénol simple
Acide férulique 0.55 Bleu Acide phénol
Myricétine 0.08 Jaune Flavonol
Résorcinol 0.40 violet Phénol simple
Hydroquinone 0.36 Violet Phénol simple
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Tableau 24: Les résultats de la chromatographie sur couche mince des témoins des composes

phénoliques systéme 2 [103].

Témoins Rf Couleurs des spots (365 nm) | Classes phénolique
Rutine 0.74 Violet Flavonol

Catéchine 0.87 Violet Flavonol

Acide gallique 0.9 Bleu Acide phénol
Quercétine 0.75 Violet Flavonol
Quercétagetine 0.76 Violet Flavonol

Acide syringique 0.94 Bleu Acide phénol

Acide férulique 0.95 Bleu Acide phénol

Acide paracoumarique 0.92 Bleu Flavone glycoside

L’examen sous lumiére UV fournit des informations trés importantes sur la configuration

structurale des molécules isolées. En effet, le chromatogramme du contenu flavonique des

différents extraits EEt, EAc ; BuOH ,EAq, des graines de Nigella sativa L. s’est distingué par

I’apparition de plusieurs bandes de couleur, mais en absence de témoins authentiques, il nous

est impossible a ce stade, de confirmer ’identité de ces flavonoides.

Par ailleurs des études antérieures, ont démontré qu’il existe une relation entre la structure

d’un composé et sa fluorescence sous UV. Ces résultats sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau 25: La relation entre la fluorescence et les flavonoides [106].

Couleur observée sous UV 365 nm

Type de flavonoides possibles

Jaune

Flavonols

Bleu clair

Flavones sans 5-OH libre
Flavones sans 5-OH libre avec 3 OH

Bleu fluorescent

Flavonols, favones, isoflavones, flavones

Jaune pale

Dihydroflvonol

Violet

Flavone

IL.8. Evaluation de I’activité antioxydante

I1.8.1.Test de piégeage du radical libre DPPH :

L’activité antioxydante des extraits des graines Nigella Sativa L. et de I’antioxydant standard

(acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un spectrophotométre en
m
eSS N N ———
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suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette
(DPPHe) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable & 517nm (Figure 3). Cette capacité¢ de
réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance induite par des substances anti-

radicalaires [23].

L O 2,

N -
Ill' + Antioxydant -OH =————) IllH Antioxydant —O,

NO, NO, NO, 20N

DPPH (Violet) DPPH (Jaune)

Figure 40: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Tableau 26: Variation des inhibitions en fonction des différentes concentrations des
standards d’antioxydants acide ascorbique.

Concentration 0,1 0,15 0,25 0,5 1 1,25
Acide ascorbique 36,98 40,1 44,2 58,2 81,3 91,23

100 -

90 - y=47537x+32.919 |

80 - R=10,9995 !

S 70 |

g @

, g 504 ¢ Acide ascorbique |

S 40 |

E 30 - —Lineaire (Acide |

T 0 | ascorbique ) :

10 ]

0 - : ‘

0 0,5 1 1,5

Concentration en ( jug/ml)

Figure 41 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par I’acide ascorbique
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Tableau 27 : Variation des inhibitions en fonction des différentes concentrations d’extrait
éther diéthylique.

Concentration (mg/ml) 0,1 0,2 0,5 0,6 0,8 1
Ether diethylique 4,82 10,89 29,64 40,3 57,85 70,71

80 +

~
(]
o EEN—-—

v=74.839x-4.2126
R=10.9970

+ Extrait étther diéthylique
¢ P
— Lmnéaire (Extrait étther ‘
diéthylique) i
0,2 0,4 0,6 0,8

60

50
40

30

% d'inhibition
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20
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o, e

0 ) : 1 ; 1 1,2 g

Concentration en (jig/ml)

Figure 42 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait éther diéthylique

Tableau 28 : Variation des inhibitions en fonction des différentes concentrations d’extrait

d’acétate d’éthyle.
Concentration (ng/ml) 0,05 0,1 0,2 0,3 0,8 |
Acétate d’éthyle 2,56 8,05 13,36 22,52 57,32 67,94

B 3 5
70 - ::
¥ =69.079x+ 04176 5
60 R*=0.9936 |
:_"g* 40 - 4 Extrait Acétate d'éthyle '
=
= 30 ]
= Linéaire (Extrait !
2 50 J Acétate d'éthyle) i
10 ‘
o - |
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concentration en (pgsml)

i
t

Figure 43 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait acétate d’éthyle
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Tableau 29 : Variation des inhibitions en fonction des différentes concentrations d’extrait

Concentration en (ug/ml)

n-butanol.
Concentration
0,1 0,2 0,5 0,6 0,8 1
(pg/ml)
E n-BuOH 3,42 6,5 27,4 34,45 50,49 61,89

70 3

|

60 i

/” |

= 50 - Y=67.552x-5.3359 |

g ; R=0.9978

= 40 - ?

'_él ,; % Extraitn-butanol i

530 4 §

2., | Linéaire (Extraitn- |

20 } butanol) §

10 ~i f

0 0.5 1 L5

Figure 44 : pourcentage d’inhibition de DPPH par 1’extrait n- butanol.

Tableau 30 : Variation des inhibitions en fonction des différentes concentrations d’extrait
aqueuse.

Concentration (pg/ml) 0,1 0,2 0,5 0,8 1 1.2
E aqueuse 4,5 8,18 30,09 45,09 55,72 81,63
90 1
 so- &
0
— H I ~ a 3
= 60 ¥ =66.006x-4.2689
& ™1 @ R=09884 {

I =30 i
20 ]
= 10 - 4 % Extrait Aqueuse |

| =30

[ e 4 —Linéaire (Extrait |
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E | a

i 0 - 7 i

§ 0 0.3 1 L3

Concentration en (jig/ml)

Figure 45 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait Aqueuse
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Calcul d’IC50 : il définit la concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50%
du DPPH en solution. Les valeurs de IC50 des extraits :EEt, EAc, n-BuOH ,EAq de Nigella

sativa sont enregistres dans le tableau 13.

Tableau 31 : valeurs des IC50 établies pour chaque extrait ainsi que celle de I’acide
ascorbique

Echantillon IC50 (ng/ml)
Acide ascorbique 0.359
EEt 0.724
EAc 0.717
En-BuOH 0.819
EAq 0.822

L’activité antiradicalaire de nos extraits est exprimée en 1Cs0. Pour chaque extrait, I'IC50 est

déduite de la droite d'étalonnage correspondante.

Comme figurant dans le tableau ci—dessus, 1’antioxydant standard Acide ascorbique a montré

une activité antioxydante puissante avec une ICso de I’ordre de 0.359 ug/ml.

Parmi les quatre extraits de Nigella sativa NS Indienne , I’extrait 1’acétate d’éthyle et éther
diethylique représente le extrait le plus actif avec ICso de I’ordre de 0.717 et 0.724 pg/ml
respectivement, suivi par I’extrait butanol e et I’extrait Aqueuse représente une bonne
activité¢ anti radicalaire avec IC50 de ordre de 0.819 et 0.829 pg/ml respectivement.

L’activité¢ de I’extrait I’acétate d’éthyle est inferieure a celle de I’Acide ascorbique (0.35

pg/ml.).
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09 4
0.8 -

05 9
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Figure 46 : Les IC50 des différents extraits e Nigella sativa Algérienne et de I’acide
ascorbique
A des fins comparatives, un antioxydant standard est utilisé : I’acide ascorbique a montré une
activité antiradicalaire puissante avec IC50 de I’ordre de 0,134pg/ml. En comparaison avec
I’acide ascorbique, tous les extraits testés s’avérent actifs. Parmi les quatre fractions 1’extrait
acétate d’éthyle le plus actif avec un IC50 égale 4 0.717 pg/ml et I’extrait acétate d’éthyle est

le moins actif,

I1.8.2.Méthode de Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) :

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer est une méthode
facile et reproductible, pour cela elle est trés utilisée pour distinguer les extraits les plus actifs.
La présence des réductants dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe'/
complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe'? peut étre évalué en mesurant
et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel 2
700nm (Oyaizu,M 1986) [97]. Les figures 47 et 48 représentent le pouvoir réducteur des

extraits d 'Nigella sativa et de I’acide ascorbique a différentes concentrations.
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Figure 47 : pouvoirs réducteurs des quatre extraits

Concentration
(ng/ml)
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0,7
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Figure 48:pouvoir réducteur de ’acide ascorbique

Tableau 32 : Variation des absorbances en fonction des différentes concentrations des
standards d’antioxydants
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e —— it

Les résultats obtenus montrent que les extraits d ‘Nigella sativa posséde un pouvoir réducteur
et ils présentent une activité antioxydante, mais qui est nettement inférieure a celle de la
référence (acide ascorbique) dont la réduction est presque totale & partir d’une concentration
de 0.9 mg/ml.

I est & signaler que P’extrait acétate d’éthyle est le plus actif; il posséde une bonne action vis-
a-vis de Fe+3 présent dans la solution testée et s’avere plus puissant vis-a-vis la réduction de
fer a partir d’une concentration de Smg/ml. Ainsi, I’extrait aqueux posséde une faible
puissance de réduction de fer suivi de I’extrait butanolique et I’extrait éther d'ethyl. on
conclure la fraction acétate d’éthyle était la plus active suivi de ’extrait éther d’ethyl ensuite
la fraction n-butanolique et finalement ’extrait aqueux.

Le pouvoir réducteur des extraits Nigella sativa est probablement du a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants peuvent €tre considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants.
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Conclusion

En raison de la tendance vers les produits naturels 4 cause de leurs roles potentiels en soins de
sant¢ et comme précurseurs chimiques pour le développement. De nombreux chercheurs ont
¢té intéressés par les composés biologiquement actifs isolés des extraits de plantes.

e Dans cette étude a été réalisée I’extraction de I’huile végétale des graines de Nigella
sativa provenant de deux régions différentes (Algérie et Inde).

® Le rendement obtenu est de 16.64% ; 0.37% pour I’huile végétal de Nigella sativa
Algérienne avec et sans broyage et 17.23%, 0.36% pour 'huile végétal de Nigella
sativa Indienne respectivement,

e Une étude analytique a permis de caractériser I’huile végétale par ses indices physico-
chimique. Les résultats obtenus montrent que La composition chimique de I’'HV a été
déterminée par I’analyse CG/MS et qui a révélé I’existence de différents composés
I’huile totale des graines de Nigella sativa est trés riche en acides gras insaturés (80,58
% de P’huile totale), dont le composé majoritaire est I’acide linoléique (54,3 %)

* Le pouvoir antioxydant de I’huile végétale déterminé par la méthode au DPPH a révélé
que I’huile végétale présentait un pouvoir antioxydant relativement moyenne ; 1.391
mg/ml pour I’huile de NS Indienne et 1.200 pg/ml I'huile de NS Algérienne avec le
standard acide ascorbique d’IC50 égale 2 0,351 pg/ml.

Dans la deuxiéme partie de cette étude on a réalisé 1’extraction des flavonoides des graines de
Nigella sativa, le dosage et I’étude analytique de 1’extrait flavonique. La raison principale
pour le choix de ces substances (flavonoides) réside dans le fait que la majorité des effets
pharmacologiques des plantes leurs sont attribués. Et finalement evaluation de Dlactivité
antioxydante du contenu flavonique extrait par la méthode de DPPH et la méthode de
réduction de fer (FRAP).

e L’extraction des flavonoides a partir des graines de Nigella sativa L. a été réalisée par
macération dans un mélange hydroalcoolique (¢thanol/eau) en premiére étape pour
obtenir P’extrait brut et puis par affrontement par divers solvants organiques a polarité
croissante (éther d’ethyl ; acétate d’éthyle et n-butanol). Le calcul du rendement de

chaque extrait a montré le rendement le plus élevée est celui de I’extrait Aqueux.

Eﬁ—;

77



L’estimation quantitative des polyphénols totaux des flavonoides totaux a montré que les
teneurs en phénols totaux et en flavonoides sont variables. Les résultats du dosage des
polyphénols montrent que :

° Pour les variétés Algérienne I’extrait aqueux résiduel constitue la fraction phénolique
la mieux représentée (180.245 + 0.216 ng EAG/g d’extrait) suivi par I’extrait acétate
d’éthyle (161.914 + 0,520 pg EAG/g d’extrait), alors que I’extrait n-butanolique
renferme (125.001 + 0,453 pg EAG/g d’extrait) et Pextrait de la fraction éther
diethylique ne contient que (75.320 + 0,465 pg EAG/g d’extrait).

e Pour les variétés Indienne I’extrait aqueux résiduel constitue la fraction phénolique la
mieux représentée (163.205 + 0.443 ng EAG/g d’extrait) suivi par Pextrait acétate
d’éthyle (94.369 + 0,152 pg EAG/g d’extrait), alors que I’extrait n-butanolique
renferme (87.725 + 0.532 pg EAG/g d’extrait) et I’extrait de la fraction éther
diethylique ne contient que (22.090 + 0.322 ug EAG/g d’extrait).

La détermination quantitative des flavonoides totaux révéle que :

° Pour les graines Algérienne; L’extrait n-butanol est extrait le plus riche en
flavonoides avec une teneur de (24.338 + 0,219 pg ER/g d’extrait), suivi par ’extrait
acétate d’éthyle (17.960+ 0,143 pg ER/g d’extrait). Par la suite vient I’extrait aqueux
avec une teneur de (8.302 +0,295ug ER/g d’extrait), suivi par Pextrait de la fraction
éther diethylique (2.338+ 0,0389 pg ER/g d’extrait).

e Pour les graines Indienne; L’extrait acétate d’éthyle est Pextrait le plus riche en
flavonoides avec une teneur de (12.534+ 0,229ug ER/g d’extrait), suivi par ’extrait
aqueux (9.687+ 0,273 pg ER/g d’extrait). Par la suite vient extrait n-butanol et €ther
diethylique avec une teneur de (1.569 +0,400ng ER/g d’extrait), (1.050+ 0.362pg
ER/g d’extrait) respectivement.

e D’aprés ce résultat on conclut que les graines des variétés algérienne sont riche en

Polyphénols et on flavonoides par rapport a celle des variétés Indiennes.

L’analyse qualitative des extraits de Nigella sativa par CCM.la révélation sous UV a
permis d’avoir des bandes colorées d’ol Pexistence de certains composées

flavoniques.

L’évaluation de Iactivité antioxydante par la méthode FRAP a montré que tous les

extraits de ces graines ont la capacité de réduire le fer. L’extrait aqueux est le plus

\
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actifs possédant une bonne action vis-a-vis de Fess & partir d’une concentration de
Smg/ml.

o Ces résultats ont été confirmés par la méthode de piégeage du radical libre au DPPH et
en comparant les IC50 des différents extraits testés de Nigella sativa L par rapport a
celle de ’acide ascorbique, les résultats ont montré que les extraits EAc et EEt sont
les plus actifs comme piégeurs de radical libre DPPH.

e Enfin, Ces résultats restent préliminaires, il serait donc intéressant de poursuivre des
¢tudes plus aprofondies sur cette graines en se focalisant sur les différents extraits et
plus précisément sur I’extrait n-butanol et I’extrait aqueux, en réalisant des analyses

de CCM en présence d’autres témoins.
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Annexe 1 :

1. Mesure des indices physiques

1.2. Détermination de la densité

La densité est définie comme étant la masse volumique de P’extrait rapportée a celle de I’eau
pour une température donnée. La mesure a été faite a I’aide d’un pycnometre (figure 08) en

utilisant la méthode de dilution, par la formule :

Figure : Pycnométre

my
my [1+a+(t—20°C)

Avec :
m2 = masse en grammes de 'huile ou de la matiére grasse utilisée pour 'examen .

m1 = masse en grammes de I'eau utilisée dans le test d'étalonnage.

Coefficient de dilatation cubique du verre 4 la température donnée.
o =0.000 03 pour le verre 2 la soude.

2 =0.000 01 pour le verre au borosilicate.

1.3. Détermination de Pindice de réfraction : (Norme NF T 75-112)

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et le sinus de ’angle de réfraction d’un
rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans I’HE maintenue a une
température constante.

On mesure I'indice de réfraction 4 I’aide d’un réfractometre (figure 12) a la température

ambiante puis ramenés & 20°C par la formule :

leoz It+ 0,00045 (T-20°Cﬂ

I :indice a 20°C.
20

—E“
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It : indice & la température ambiante ou de mesure.

T : Température ambiante ou de mesure.

Figure : Réfractométre
2. Mesure des indices chimiques
2.1. Indice d’acide

C’est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des

acides libres contenus dans 1g d’huile végétale. Il est déterminé par la formule suivante :

IA : indice d’acide.
V : volume, en millilitres, de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée.

m : masse, en grammes, de la prise d’essai.

La figure suivante représente les différentes étapes de la détermination d’indice d’acide




2.2. Indice de saponification :
L C’est correspond a la masse de d’hydroxyde de potassium en milligrammes nécessaire pour
saponifier les esters d'acides gras et neutraliser les acides gras non estérifiés dans un gramme
I de matiére grasse/corps gras. La quantité de potasse KOH utilisée varie avec la masse
molaire des acides gras. Plus la masse molaire est €levée, plus I'indice de saponification est

L faible : I'indice de saponification est donc une mesure indirecte de la masse molaire des acides

gras.

Il est déterminé par la formule suivante :

o . Vr=VE)XCheiXMgoy
,,,,,, ' m

Avec :

e Is: Indice de saponification
o VT : Volume versé au témoin en |
o V& : Volume de I'essai en |
o Czr @ concentration de la solution d'acide chlorhydrique en mol/l
L s Myox : masse molaire du KOH en g/mol

e " :masse d'huile exactement peséeen g

La figure suivante représente les différentes ctapes de la détermination d’indice d’acide

oo - o et v il

2.3.L’indice de peroxyde :

L’indice de peroxyde est le nombre de microgrammes d’oxygeéne actif pour un gramme de

matiere grasse. Il permet d’apprécier le degré d’oxydation d’une huile. Cet indice permet de
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suivre I’état de conservation d’une huile ou état d’avancement de PPoxydation. Lorsqu’une
huile n’est pas soumise & de bonnes conditions de conservation ou a un bon traitement, sa
qualité peut se détériorer de diverses maniéres, mais le plus souvent par hydrolyse ou par
oxydation. Elle devient ainsi impropre 4 la consommation. L’indice de peroxyde en

milliéquivalent d’02/kg est calcule selon I’équation :

_ (V“‘Vo )XN
m

Ip x 1000

Avec :

V : est le volume de thiosulfate de Na de I’échantillon
V0 : est le volume requis pour titrer le blanc
N : normalité de la solution de thiosulfate de sodium.

m : est la prise d’essai en grammes.




