
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Mémoire de fin d’études

Présenté par

BENZAZA Khadidja

CHERIET Siham

Pour l’obtention du diplôme de

Master en BIOLOGIE

Spécialité: Biotechnologie et Valorisation des Plantes

Thème

Devant le Jury

Présidente Mme HAMMADI K. Grade Pr U. Mostaganem

Examinatrice Mme BELABED S. Grade MCB U. Mostaganem

Promotrice Mme BELARBI A. Grade MCA U. Mostaganem

Année Universitaire : 2021/2022

Université Abdelhamid Ibn
Badis-Mostaganem

Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie

République Algérienne Démocratique et Populaire

عبد الحمید بن بادیسجامعة 
مستغانم

الطبیعة و الحیاةعلوم كلیة 

Contribution à l’étude phytochimique et à
l’évaluation de quelques activités biologiques des

extraits des graines de Nigella sativa L.



Remerciements

Tout d’abord, nous remercions le bon Dieu tout
puissant de nous avoir donné la santé et la patience pour
réaliser ce travail.

Nos remerciements vont particulièrement à notre
encadreur Dr BELARBI Amaria, pour avoir accepté de
nous encadrer ainsi que pour ses précieux conseils
etorientations, sa disponibilité, sa gentillesse, sa
modestie et pour l’intérêt bienveillant manifesté pour
notre travail.

Nous voulons exprimer ici, notre respectueuse
gratitude à

Pr HAMMADI K. d’avoir accepté de présider ce jury.

Nous tenons également à adresser nos vifs
remerciements à Dr BELABED S., pour l’honneur qu’il
nous a fait en acceptant d’examiner ce mémoire.

Nous remercions profondément, enfin, tous les
enseignants relevant du département de ''Biologie'', Ainsi
que tous ceux et celles qui nous ont aidés de près ou de
loin dans la réalisation de ce modeste Mémoire.

Veuillez accepter, l’expression de nos sentiments
d’estime,et soyer rassurés de notre profonde gratitude
et de notre profondrespect.



Dédicace

Je tiens à dédier ce modeste travail d’abord :

A Mes très chers parents qui m'ont accompagné dans

chaque pas dansma vie, qui m'ont encouragée et soutenu.

J’espère qu’ils trouvent dans ce travail

l’expression de ma gratitude.

A mes chers sœurs

A mon encadreur Mme BELARBI AMARIA, d'avoir

acceptée de suivre mon mémoire et pour son

attention particulière qu'elle madonner au

courant de l'année .Merci Beaucoup

Je ne pourrai jamais oublier d’exprimer ma profonde gratitude à:

Ma cher grande mère :Benzaza fatima zohra

Mon cher grand père : Benzaza khelil

Ma chère amie : Bakreti dehiba

Et a tous ceux qui m’ont aidé ou encouragé tout au long de mes études

A mon binôme siham.

Khadidja



Dédicace
Grace à dieu tout puissant, Je dédie ce modeste travail à :

Mes très chers parents qui m’ont toujours aidé tout au long de

mon travail, que DIEU me les garde et protège.

J’espère qu’ils trouvent dans ce travail

l’expression de ma gratitude.

A ma chère sœur Souhila et son marie Houari.

A Mes chers frères Ahmed et Abderrahmane.

A Mes nièces Aicha et Alaa.

A mes grands parents Djilali et Ahmed.

A toutes les familles qui portent le nom Cheriet et Zenati.

A tous ceux qui m’ont aidé ou encouragé tout au long de mes études

A mon binôme Khadidja.

A tous ceux qui m’ont aidé ou encouragé tout au long de mes études.

Siham.



Dédicace
Remerciement
Résumé
Abstract
الملخص
Liste des tableaux
Liste des figures
Liste des abréviations

PREMIERE PARTIE : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Introduction générale………………………………………………………………………

Chapitre I  . Généralités sur Nigella Sativa L.
1. Etymologie………………………………………………………………………....
2. Histoire de Nigella sativa L………………………………………………………..
3. Description botanique ……………………………………………………………..
4. Systématique ……………………………………………………………………….
5. Culture de Nigella sativa L…………………………………………………………..
6. Composition chimique des graines de Nigella Sativa L……………………...........

5.1. Lipides et stérols ……………………………………………………...........
5.2. Composés aromatiques……………………………………………………..
5.3. Saponosides ………………………………………………………………..
5.4. Polyphénols et flavonoïdes ………………………………………………….
5.5. Protéines ……………………………………………………………..........
5.6. Alcaloïdes ………………………………………………………………….
5.7. Vitamines et sels minéraux…………………………………………………

7. Usage à travers le monde ………………………………………………………….
6.1. Usage culinaire…………………………………………………………….
6.2. Médecine traditionnel ……………………………………………………..

8. Activités biologiques et propriétés pharmacologiques de Nigella sativa L………..
8.1. Activité antioxydante………………………………………………………..

8.1.1. Études In Vitro…………………………………………………………
8.1.2. Études In Vivo…………………………………………………………

8.2. Propriétés anti-allergiques………………………………………………….
8.3. Activité anti-inflammatoire et analgésique…………………………………
8.4. Propriétés immunomodulatrices……………………………………………
8.5. Propriétés anti-infectieuses…………………………………………………

8.5.1. Propriétés antibactériennes…………………………………………..
8.5.1. Propriétés antifongiques……………………………………………..
8.5.2. Propriétés antivirales………………………………………………….
8.5.3. Propriétés antiparasitaires……………………………………………
8.5.4. Propriétés antidiabétiques……………………………………………

8.6. Propriétés cardiovasculaires………………………………………………..
8.7. Propriétés gastro-intestinales………………………………………………..
8.8. Propriétés antihépatotoxiques, hépatoprotectrices et antinéphrotoxiques….

8.8.1. Action de protection hépatique……………………………………….
8.8.2. Action sur les reins…………………………………………………….

8.9. Propriétés neurologiques……………………………………………………
8.10. Propriétés sur les fonctions de reproduction et de fertilité………………..
8.11. Propriétés antitumorales……………………………………………………

9. Toxicité de Nigella sativa L…………………………………………………………..

01

03
03
04
05
06
06
07
08
08
09
09
10
11
11
11
12
13
13
13
14
14
15
15
15
15
16
16
16
17
17
18
18
18
18
18
19
19
19



Chapitre II. Activités biologiques

1. Activité antioxydante ……………………………………………………………..
1.1. Stress oxydant……………………………………………………………….
1.2. Radicaux libres…………………………………………………………….

1.2.1. Origine des radicaux libre………………………………………….
1.2.2. Production des radicaux libre……………………………………….

1.2.2.1. Production endogène ………………………………………
1.2.2.2. Production exogène……………………………………......

1.3. Espèces réactives de l’oxygène……………………………………………
1.3.1. Radical superoxyde ………………………………………………..
1.3.2. Peroxyde d’hydrogène …………………………………………….
1.3.3. Radical hydrogène  ……………………………………………......
1.3.4. Oxygène singlet…………………………………………………….

1.4. Conséquences biochimiques et biologiques du stress oxydant………………
1.5. Type des antioxydants………………………………………………......

1.5.1. Antioxydant enzymatique ………………………………………….
1.5.2. Antioxydant non-enzymatique …………………..…………………
1.5.3. Antioxydants synthétiques ………………………………………….

1.6. Amplification pathologique d’ERO ……………………………………….
1.7. Mécanisme d’action des antioxydants…………………………………......

2. Activité antibactérienne……………………………………………………..….…
2.1. Définition …………….……………………………………………….…
2.2. Souches bactériennes étudiées ……………………………………………

2.2.1.Famille des Enterobacteriaceae…………………………………….
2.2.1.1. Klebsiella pneumoniae……………………………………..

2.2.1.1.1. Classification……………………………………….
2.2.1.1.2. Habitat ………………………………………………
2.2.1.1.3. Pouvoir pathogène ………………………………….

2.2.2.Famille de Pseudomonadaceae………………………………………
2.2.2.1. Pseudomonas aeruginosa …………………………………

2.2.2.1.1. Classification………………………………………..
2.2.2.1.2. Habitat ………………………………………………..
2.2.2.1.3. Pouvoir pathogène ………………………………….

2.2.3.Famille des Staphylococcaceae………………………………………..
2.2.3.1. Staphylococcus aureus…………………………………….

2.2.3.1.1. Classification……………………………………….
2.2.3.1.2. Habitat ………………………………………………
2.2.3.1.3. Pouvoir pathogène ………………………………….

2.2.4.Famille des Enterococcaceae ………………………………………..
2.2.4.1. Enterococcus faecalis…………………………………….

2.2.4.1.1. Classification……………………………………….
2.2.4.1.2. Habitat ………………………………………………
2.2.4.1.3. Pouvoir pathogène ………………………………….

2.3. Définition de l'Activité antibactérienne………………………………….
2.4. Technique d’évaluation de l'activité antibactérienne…………………….

20
20
20
21
21
21
22
23
23
23
24
24
24
26
26
28
32
33
34
35
35
36
36
36
37
37
37
38
38
39
39
39
40
40
40
40
41
41
41
41
41
42
42
43



DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

Chapitre  I : Matériels et Méthodes

1. objectif ……………………………………………………………………………
2. Matériel végétal……………………………………………………………………
3. Micro-organismes utilisés dans les tests antibactériens…………………………..
4. Matériels et produits de laboratoire……………………………………................
5. Préparation des extraits Méthanolique et Aqueux à partir des graines…………..
5.1. Broyage et tamisage……………….……………..………………….…….
5.2. Extraction méthanolique ………………………………………………….

5.2.1. extraction méthanolique par soxhlet …………………………..
5.2.1.1. Rendement d’extrait méthanolique …………………….

5.2.2. Extraction méthanolique par macération …………………….
5.3. Extraction aqueuse ………………………………………………………..

6. Analyse des extraits MET et AQ des graines du Nigella sativa L ….……….................
6.1. Analyse qualitative des extraits MET et AQ…….…..…………………….

6.1.1. Test des composés phénoliques………….………………………..
6.1.2. Caractérisation des Flavonoïde………………..…………………..
6.1.3. Caractérisation des Tannins…...………………….…………….....

6.1.3.1. Différentiation des tannins………………………………….
6.1.4. Chromatographie sur couche mince (CCM)…………..………….

6.2. Analyse quantitative des extraits MET et AQ …………….....…………….
6.2.1. Dosage des composés phénoliques………………………………..
6.2.2. Dosage des flavonoïdes……………..……………………………

7. Activités biologiques ………………………………………………………………

7.1. Activité antioxydante………………………………………..…………… ..
7.1.1. Effet scavenger du radical DPPH.…………...…………………......

7.2. Activité antimicrobienne ……………………………………………..……
7.2.1. Préparation et Choix des milieux de culture ………………………

7.2.1.1. Préparation du milieu de culture…………………………..
7.2.1.2. Stérilisation du matériel ……………………………….....
7.2.1.3 préparations des dilutions d’extraits de Nigella sativa L…..
7.2.1.4. Préparation de l’inoculum…………………………………

7.2.3.Étude de l'activité d'un principe actif sur une souche bactérienne…
7.2.3.1. Préparation des disques…………………………………...
7.2.3.2. Ensemencement et dépôt des disques………………….....

7.2.3.3. expressions des résultats ……………………………….….
…

Chapitre II : Résultat Et Discussions
1. determination du rendement d’extrait aqueux et methanolique des graines de

Nigella sativa L. ……………………………………..
2. Analyse des extraits aqueux et méthanolique des graines de Nigella sativa L…....

2.1. Analyse qualitative de l’extrait AQ et MET……………………………..
2.1.1. Tests préliminaires ……………………………………………
2.1.2. Chromatograpie sur couche mince (CCM)… ………………...

2.2. Analyse quantitative de l'extrait  AQ et MET………………………………
2.2.1. Dosage polyphénols………………...……………………………
2.2.2. Dosage Flavonoïdes …………………………………….............

3. Activité biologiques des extraits ……………………………….…………………..
3.1. Activités antioxydantes…………………………………………………….…

3.1.1. Effet scavenger du radical DPPH ……..…….
3.2. Activite antibacterienne des extrais methanolique (METⅠ et METⅡ) et

aqueux (AQ)

44
44
44
45
45
45
46
46
47
47
48
48
48
48
49
49
49
50
52
52
53

54
54
54
55
55
55
56
56
57
58
58
58
59

60

61
61
61
67
69
69
70
71
71
71
73



Conclusion Générale……………………………………………………………………..

Références Bibliographiques 80
ANNEXES

78



Résumé

La Nigelle est une plante aromatique très utilisée en médecine traditionnelle en Algérie,
elle présente de nombreux principes actifs connus par leurs propriétés thérapeutiques.

Dans la présente étude, les extraits méthanolique et aqueux des graines de Nigella
Sativa L. ont été étudiés pour quantifier leurs teneurs en polyphénols et en flavonoïdes en
utilisant le Folinciocalteu et AlCl3, respectivement. De plus, l’activité antioxydante est
également testée par la méthode de la réduction du radical DPPH. En outre, le pouvoir
antibactérien de ces extraits a été étudié par la méthode de diffusion en milieu solide, sur des
souches bactériennes de références.

L’analyse qualitative de ces extraits par les tests préliminaires a révélé la présence    des
composés phénoliques, les tannins et les flavonoïdes ; ceci est confirmé par une analyse
quantitative basée sur le dosage des ces derniers.

L’analyse qualitative de ces trois extraits par CCM a révélé la présence de nombreux
constituants parmi lesquels : l’acide gallique, le quercétine et vanilline.

Nous avons tenté sur l’analyse de ces extraits qui ont révélé la richesse l'extrait AQ et
METI et METII en composés phénoliques ce qui confirme les résultats du dosage des
polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu, où les teneurs sont respectivement : 2.35,
0.058 et 0.82 μg EAG/mg et en flavonoïdes avec des teneurs de 0.211, 1.29 et 0.322 µg/mg.
De même, l’évaluation quantitative du pouvoir antioxydant de ces extraits, confirme que
l’extrait méthanolique par macération a montré une meilleure activité antiradicalaire
inhibitrice de DPPH• avec la plus faible IC50 (14.71 μg/ml) suivi de l’extrait méthanolique
par soxhlet (IC50 33.82 μg/ml) et de l’extrait aqueux  avec IC50 (80.75 μg/ml).

Concernant l’activité antimicrobienne, les extraits méthanolique et aqueux des graines
de Nigella Sativa L. ont présenté un effet antimicrobien apprécié en inhibant la croissance des
différentes souches pathogènes (Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus). Tandis
que, aucun effet  antibactérien na été révélé chez les souches (Klebsiellapneumoniae et
Enterococcus faecalis).

Tous ces résultats mettent en valeur les différentes applications thérapeutiques de cette
plante dans la médecine traditionnelle et encourage la recherche de nouvelles molécules
naturelles à caractères antioxydant et antibactérien dont le but de les investir dans les
différentes industries : pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires, etc.

Mots clés : Nigella Sativa ; Extraits Aqueux ; Extraits Méthanoliques ; Composés

phénoliques, flavonoïdes, tannins, activité Antioxydante, activité Antibactérienne.



Abstract
Nigella is an aromatic plant widelyused in traditional medicine in Algeria, it presents

many active principles known by theirtherapeutic properties.

In the present study, methanolic and aqueous extracts of Nigella Sativa L. seeds were

studied to quantify their polyphenol and flavonoid contents using Folinciocalteu and AlCl3,

respectively. In addition, the antioxidant activity is also tested by the DPPH radical reduction

method. In addition, the antibacterial power of these extracts was studied by the solid-state

diffusion method, on reference bacterialstrains.

The qualitative analysis of theseextracts by the preliminary tests revealed the presence

of phenolic compounds, tannins and flavonoids; thisisconfirmed by a quantitative

analysisbased on the dosage of the latter.

The qualitative analysis of these three extracts by TLC revealed the presence of

numerous constituents among which: gallicacid, quercetin and vanillin.

Wetried on the analysis of these extracts which revealed the richness of the extract AQ

and METI and METII in phenolic compounds which confirms the results of the dosage of

polyphenols by the method of Folin-Ciocalteu, where the contents are respectively: 2.35,

0.058 and 0.82 μg EAG/mg and in flavonoidswith contents of 0.211, 1.29 and 0.322 µg/mg

Similarly, the quantitative evaluation of the antioxidant power of theseextracts, confirmsthat

the methanolic extract by maceration showed better DPPH-inhibitory antiradical activity with

the lowest IC50 (14.71 μg/ml) followed by the methanolic extract by soxhlet (IC50 33.82

μg/ml) and the aqueous extract with IC50 (80.75 μg/ml).

Regarding the antimicrobial activity, the methanolic and aqueous extracts of Nigella

Sativa L. seeds showed an appreciated antimicrobial effect by inhibiting the growth of

different pathogenic strains (Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus). While, no

antibacterial effect was revealed in the strains (Klebsiella pneumoniae and Enterococcus

faecalis.

All these results highlight the different therapeutic applications of this plant in

traditional medicine and encourage the search for new natural molecules with antioxidant and

antibacterial properties, with the aim of investing them in different industries: pharmaceutical,

cosmetic, food, etc.

Key Words: Nigella Sativa ; Aqueous Extract ; Methanol Extract; Phenolic Compound ;
Flavonoids ; Tannins ; Antioxidant Activity ; Antimicrobial Activity.



الملخص
على يویحتو,الجزائرالحبة السوداء ھي نبات عطري یستخدم على نطاق واسع في الطب التقلیدي في 

.العدید من المكونات النشطة المعروفة بخصائصھا العلاجیة

حبة البركة لتقدیر محتویاتھا من بذوري لالمائو میثانوليالدراسة تمت دراسة المستخلصین الھذهفي 
لك یتم أیضا اختبار ذالإضافة إلى ب.على التوالي AlCl3وFolinciocalteuالبولیفینول والفلافونوید باستخدام 

راسة القوة المضادة تمت د,لك بالإضافة  إلى ذ. DPPHضاد للأكسدة عن طریق التقلیل الجدري مالنشاط ال
.ه المستخلصات من خلال طریقة الانتشار في وسط صلب على سلالات بكتیریة مرجعیةللبكتیریا لھذ

وجود المركبات الفینولیة ه المستخلصات من خلال الاختبارات الاولیةاظھر التحلیل النوعي لھذ
.لأخیر ا االتحلیل الكمي على أساس جرعة ھذلك من خلالیتم تأكید ذ. باغ والفلافونویدات والص

وجود العدید ثة بواسطة كروماتوغرافیا الطبقة الرقیقة عن ه المستخلصات الثلاكشف التحلیل النوعي لھذ
.حمض الغالیك والكیرسیتین والفانیلین:لك من المكونات بما في ذ

بالمركبات METIIوMETIوAQراء مستخلصالمستخلصات التى كشفت عن ثھذهحاولنا تحلیل 
حیت كانت المحتویات على التوالي Folin-Ciocalteuالفینولیة مما یؤكد نتائج اختبار البولیفینول بطریقة 

میلیغرام وفي مركبات الفلافونوید بمحتویات /میكروغرام مكافئ حمض الغالیك0.82و0.058و2.35:
.ملغ/میكروغرام 0.322و1.29و0.211

ه المستخلصات أن المستخلص المیثانولي  عن لھذللقوة المضادة للأكسدة وبالمثل یؤكد التقییم الكمي 
مع ادنى تركیزDPPHطریق النقع اظھر نشاطا أفضل لمضادات الأكسدة التي  تثبط  

IC50)14.71مل/میكروغرام(یلیھ المستخلص المیثانولي بواسطةsoxhlet )IC50
).مل/یكروغرامم80.75(IC50ومستخلص المائي مع )مل/میكروغرام33.82

اتیرا لبدور حبة البركة تفیما یتعلق بالنشاط المضاد للمیكروبات فقد قدمت المستخلصات المائیة والمیتانولیة 
راتلمكوا،یةرلزنجاائفةالزا((كبیرا مضادا للمیكروبات من خلال تثبیط نمو السلالات الممرضة المختلفة 

لمعویةاراتلمكوا،لرئویةالكلبسیلةا(تسلالافيمضاد للجراثیمبینما لم یظھر أي تاتیر ).بیةھلذایةدلعنقوا
)یةازلبرا

النبات في الطب التقلیدي وتشجع لھذاالنتائج تسلط الضوء على التطبیقات العلاجیة المختلفة ھذهكل
البحت عن جزیئات طبیعیة جدیدة ذات خصائص مضادة للأكسدة ومضادة للبكتیریا والتي تھدف إلى استثمارھا في 

.الخ،الغداء،مستحضرات التجمیل،الأدویة :الصناعات المختلفة 

،الفلانوید،المركبات الفینولیة،المستخلص المیثانولي،المستخلص المائي،الحبة السوداء:الكلمات المفتاحیة

.النشاط المضاد للأكسدة،النشاط المضاد للمیكروبات،الصباغ
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Les plantes ont été employées pendant des siècles comme remèdes pour les maladies

humaines grâce à leurs richesses en composants des valeurs thérapeutiques. Le pouvoir de guérison

des plantes provient des effets de leurs métabolites secondaires. Ces métabolites interviennent dans

la défense contre les parasites pathogènes. On distingue plusieurs groupes de métabolites

notamment les phénols (simples phénols, acides phénoliques, flavonoïdes, tannins et coumarines)

(Khadhri, 2013).

En effet, l’organisation mondiale de la santé (OMS) estime en 2002 que, pour se soigner,

80% de la population recourt toujours à la médecine traditionnelle pour laquelle la majeure partie

des thérapies implique l’exploitation des principes actifs des plantes. Ces espèces végétales de

grande utilité pour la santé des populations méritent d’être étudiées afin de justifier et valider

scientifiquement leur usage pour une meilleure utilisation (Ennadir et al., 2014). Le traitement des

infections bactériennes est en général basée sur l’utilisation des antibiotiques et la fréquence élevée

des bactéries résistantes aux antibiotiques complique la conduite thérapeutique de cette pathologie,

et justifie d’une part d’une évaluation de l’efficacité de ces médicaments et d’autre part la recherche

de nouvelles molécules antimicrobiennes. Parmi les sources prometteuses de molécules bioactives,

les plantes médicinales (Peyramaure, 2008).

Nigella sativa est l'une des plantes médicinales la plus utilisée à travers le monde. Depuis

plus de 2000 ans, cette plante a été employé comme remède naturel au Moyen-Orient et en

Extrême-Orient, et plus particulièrement chez les musulmans influencés par la parole prophétique

«Soignez-vous en utilisant la graine de nigelle, c'est un remède contre tous les maux à l'exception

de la mort...» (Tariq, 2008).

Nigella sativa L. (Ranunculaceae), communément appelée nigelle cultivée, est une plante

annuelle, traditionnellement utilisée depuis des millénaires à des fins culinaires et médicinales dans

les pays arabes, dans le sous-continent indien et en Europe. C’est un remède naturel pour de

nombreuses pathologies, notamment pour le traitement de l'asthme, de l'inflammation, de la toux, de

l'eczéma et des états grippaux. L'huile issue de la graine est employée comme diurétique,

carminatif, cholagogue et vermifuge (Ghedira, 2010).

Les extraits de ses graines sont largement utilisés dans la médecine traditionnelle pour

traiter les troubles bronchopulmonaires et gastro-intestinaux, et contre plusieurs pathologies

notamment comme antidiabétique, antihypertenseur, anti-inflammatoire et antimicrobiennes. Des

dizaines d’études ont été réalisées sur la composition chimique de ces graines en corrélation avec

leurs propriétés pharmacologiques. Ces recherches ont confirmé In Vivo comme In Vitro les

propriétés pharmacologiques (anti-inflammatoire, antioxydante antidiabétique, anticancéreuse,
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antimicrobienne, etc.) des différents extraits de ces graines et ont montré que parmi les principes

actifs responsables de ces activités pharmacologiques sont les huiles essentielles (Tariq, 2008).

Dans le cadre de notre mémoire, nous apporterons une l’étude phytochimique et

l’évaluation de l’activité antibactérienne et antioxydants des graines de Nigella sativa L. Pour cela,

notre  travail sera développé selon le plan suivant:

Etude bibliographique nous reportons une série de deux chapitres :

Dans le premier chapitre de ce manuscrit, nous avons présenté un rappel bibliographique

qui englobe et rassemble des données théoriques sur les plante médicinale Nigella sativa L. et leurs

substances bioactives ;

Le deuxième chapitre portera sur le problème du stress oxydant, son origine, et ses graves

conséquences sur la santé humaine. Ainsi qu’une étude bibliographique sur quelques activités

biologiques (antibactériennes et antioxydants).

Une seconde partie, décrit d’une manière objective le matériel et les méthodes utilisées

pour répondre à diverse hypothèses expérimentales posées. Elle même est présentée sous forme de

deux volets :

Une étude phytochimique des extraits méthanoliques et aqueux des graines de Nigella

sativa L. et une étude des activités antioxydantes et une évaluation du potentiel antibactérien de ces

extraits, par la méthode de diffusion des disques sur un milieu de culture solide.

Une dernière partie enfin a été orientée à la discussion des résultats expérimentaux

obtenus.

Enfin, nous présenterons une conclusion générale de ce travail avec des perspectives de

recherche développement.



PREMIERE PARTIE :
SYNTHESE

BIBLIOGRAPHIQUE
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1. Etymologie

Les grecs nommaient Nigella sativa « μελάνθιον » melanthion, de « melas » qui veut dire

noir et « anthos » fleur, donc l’étymologie tire du même attribut (Dioscorides, 2002). Nigella sativa

L. est connue sous différents noms ; en arabe elle est nommée comme ''Habbah Sawda'' ou ''Habbat

el Baraka''. En Inde, elle est appelée ''Kalonji'' tandis qu'en Chine elle est connue comme ''Hak Jung

Chou'' (Adel et al., 2013), et en vieux Latin, elle était connue sous le nom de Panacea (qui guérit

tout) ou aussi ''mecon agria melana''. En hébreux, elle est ''Kezah''. Dans la Bible, selon les

différentes éditions, on la retrouve sous les noms de Cumin noir curatif, Nielle, Aneth, Vesce et

AchChawnîz (kokdil et al., 2006 ; Toparslan, 2012).

2. Histoire de Nigella sativa L.

L’usage des plantes à des fins thérapeutiques remonte à des temps très anciens. Des

fossiles du début du Crétacé (-250 millions d’années) prouvent l’existence des nigelles à la fin de

l’ère secondaire (Dioscorides, 2002).

La première référence à la Nigelle se trouve dans le livre d’Isaïe dans l’Ancien Testament

où il est écrit que la sagesse du cultivateur sachant planter et battre ses semences (Nigelle, Cumin,

Blé, Orge et Millet) selon l’exigence de l’espèce, est à l’image de la sagesse de Dieu dans la

conduite de son peuple mémoire (Orsi-Llinares, 2005).

La nigelle est utilisée depuis la nuit des temps surtout chez les Egyptiens ainsi que les

arabes et les indiens. A l’arrivée de l’islam, cette utilisation est devenue beaucoup plus accentuée au

niveau de la communauté musulmane en se référant à la parole du prophète (Hadit Nabawi) en

disant : « Soignez-vous en utilisant la graine noire, car elle contient un remède pour toutes les

maladies à l'exception de celle qui est toxique, donc équivaut la mort (Semmar et Bensikhelifa,

2017).

N. sativa fut utilisée dans la médecine empirique jusqu’à l’apparition de la médecine

actuelle héritée des civilisations précédentes (grecque, hindoue, chinoise, etc.). Les médecins

arabomusulmans se sont intéressés à elle, comme le célèbre médecin Avicenne (Ibn Sina 980-

1037) (Karrandou, 2016).

La civilisation gréco-romaine a également excellé en terme de thérapie par les plantes,

notamment grâce à Hippocrate (460-377 Avant J-C.), surnommé le père de la médecine. Son

Corpus Hippocratum, un ensemble de textes, mentionne près de 400 remèdes à base de plantes dont

la nigelle (Chamseddine, 2006).
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Selon certaines sources, l’huile de Nigelle était utilisée comme produit de beauté par

Cléopâtre et Néfertiti. C’était aussi l’un des précieux remèdes prodigués par les médecins

personnels des pharaons qu’ils exploitaient pour son action digestive après les repas copieux et

aussi contre les maux de tête, de dents, les infections diverses, les inflammations et allergies en tous

genres (Saidi,2012).

3. Description botanique

Nigella sativa L., communément appelée nigelle cultivée est une plante herbacée, annuelle

qui appartient à la famille « ranunculaceae », elle est connue sous différents noms "Cumin noir" en

français "Black cumin" en anglais, "Kalonji" et "Sanoudj", "habbet es souda" et "habbet el baraka"

dans presque tous les pays arabes (Beloue, 1998 ; Akhram Khan, 1999).

Cette plante est caractérisée par sa tige dressée côtelée, anguleuse et rameuse, de 60 cm de

hauteur (Benyoussef et al., 2001). Ses feuilles vertes, brillantes sont basales et caulinaires, alternes,

bi à tri pennatiséquées, composées de segments linéaires (Ghedira et Jeune, 2010 ; Orientica.,

2010). Ses fleurs sont solitaires, axillaires et terminales, bisexuées, radiales, très riches en nectar

(Fig.01) (Cihan, 2012).

- Le calice Il est régulier, à 5 sépales pétaloïdes (colorés), bleu clair, ou bleu mêlé de vert,

rarement blanc.

- La corolle 5 à 8 pétales beaucoup plus petits que les sépales. Ils sont tubuleux à la base, à deux

lèvres ; la lèvre inférieure est divisée en deux (Bonnier et Douin, 1993 ; Coste L’abbé, 1993).

L’androcée (ensemble des étamines) comporte de nombreuses étamines libres, centripètes,

avec anthères à déhiscence longitudinale.

Le gynécée (ensemble des ovaires), est constitué d’un ovaire supère à carpelles libres,

parfois soudés (Semmar et Bensikhelifa, 2017).

Son fruit est une capsule formée de 3 à 6 carpelles soudés entre eux jusqu’à la base des

styles persistants. Chaque capsule contient plusieurs graines triangulaires blanchâtres et à maturité,

elles s’ouvrent et l'exposition des graines à l'air les rend noire (Bonnier, 1990 ; Ghedira, 2006),

Nigella sativa et surtout reconnue pour ses graines oléagineuses, dont la saveur est âcre et

piquante. Ses graines sont ovoïdes, mesurant de 2 à 3,5 mm Elles présentent 3 à 4 angles avec une

face supérieure finement granuleuse et réticulée. Au broyage, elles dégagent une odeur fortement

aromatique (Wichtl et Anton, 2003).
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Figure 01 : Aspect morphologique de la plante Nigella sativa L. (Emaoui, 2011).

A : Fleurs ; B : Bourgeon floral ; C : Graines de Nigella sativa L.

4. Systématique

La classification des végétaux permet de distinguer les procaryotes (bactéries et

cyanobactéries) des eucaryotes. Selon la classification botanique des Angiospermes de Cronquist

(1988) basée sur les critères morphologiques, anatomiques et chimiques, Nigella est une plante à

graines (Cihan, 2012), donc elle fait partie de :

Règne : Plantae

Sous-règne : Tracheobionta

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Magnoliopsida (dicotylédone)

Famille : Ranunculaceae

Genre : Nigella

Espèce : Nigella sativa (Guignard, 2001)

A B

C
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5. Culture de Nigella Sativa L.

N. sativa est originaire d’Asie occidentale. Sa culture s’est propagée depuis l’Asie jusqu’en

Afrique. Elle se trouve très répondue en Inde, en Iraq et dans certains pays de la méditerranée,

notamment la Syrie, la Turquie et les pays d’Afrique du nord (Karrandou, 2016). Le principal

pays producteur est l’Egypte (Wichtl et Anton, 2003). En France, elle peut être exceptionnellement

présente en région méditerranéenne (Karrandou, 2016).

La plante est très peu exigeante et pousse sur des terrains argileux ou sablonneux, dans des

endroits chauds et peu humides. Les graines sont semées en général au printemps, elles

commencent leur germination dans les trois à quatre semaines. Après environ six mois de

croissance végétative, la floraison apparaît et les graines continuent leur maturation pendant un bon

mois encore. Dès le jaunissement des feuilles, le brunissement des follicules, la récolte peut être

faite à l’automne pour séchage à l’ombre (Anton et al., 2005).

Dans les pays d’Afrique du Nord, la Nigelle est cultivée dans les régions côtières. Elle

fleurit au mois de mai et les graines sont récoltées au mois de juillet ((Karrandou, 2016).

6. Composition chimique des graines de Nigella Sativa L.

La plus par des études phytochimiques exécuter pour déterminer la composition chimique

et les principes actifs des graines de Nigella sativa L., ont révélées qu’elle est riche par: des lipides,

protéines, acides aminés, glucides et des métabolites secondaires en quantité bien moins grande :

terpénoïdes, polyphénols, alcaloïdes, acides organiques (Ces métabolites secondaires jouent un rôle

de protection contre les attaques d'herbivores ou de pathogènes et améliorent l'efficacité de la

reproduction) (Zahoor et al., 2004 ).

D’après une analyse réalisée sur des graines de Nigelle de Turquie en 1993 (Nergiz et

Otles, 1993), la composition générale des graines de Nigella sativa montre une teneur relativement

importante en glucides (37,4%), en lipides (32%) et en protéines (20%) (Orsi-Llinares, 2005).

Les valeurs et les proportions fournies par la littérature diffèrent d’un auteur à l’autre ; la

variété et l’origine des échantillons peuvent en être partiellement responsables. Une approximation

de la composition est donnée dans le (Tab.01) (Semmar et Bensikhelifa, 2017).
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Tableau 01 : Composition des graines de Nigella sativa (Greenish, 1880).

Constituants Quantité (%)

Lipides 30- 35

Protéines 16-21

Glucides 33-34

Fibre alimentaire 4.5- 6.5

Sels minéraux 3.7-7

Saponines 0.013

Eau 6

6.1. Lipides et stérols

Les graines constituent environ 0,4-2,5% d’huile essentielle, plus de 30% d’huiles fixes

(Hashim et El-kiey, 1982 ; Dominic et al., 1991) et 38% de lipides totaux dont les phospholipides

(Martin et al., 2001). Les deux acides gras principaux de l’huile de Nigella sativa L. sont les acides

oléique et linoléique et ils constituent 75% des acides gras totaux (Tab.01) (Abdel-aal et Attia,

1993). Les stérols représentent environ 2% de l’huile fixe (Cheikh-rouhou et al., 2008). Les

graines contiendraient 26,6% d’huiles dont 64,6% d’acide linoléique et 20,4% d’acide palmitique

(Sener et al., 1985). Le Tableau ci-dessous représente la composition d’huile fixe des graines de

N.sativa selon l’origine

Tableau 02 : Composition d'acide gras de l'huile végétal de Nigella Sativa L. (Houghton et al.,
1995).

Compositions d’acides Formule brute Pourcentage

Acide laurique C12H24O2 0 .6

Acide myristique C14 :0 0.5

Acide palmitique C16H30O2 12.5

Acide stéarique C18H36O2 3.4

Acide oléique C18H34O2 23.4

Acide linoléique C18H30O2 55.6

Acide Linolénique C18H30O2 0.4

Acide Eicosadienoi C20H36O2 3 .1

Total des acides gras / 99.5
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Les stérols représentent environ 2% de l’huile fixe. La plupart sont retrouvés sous forme

estérifiée et libre. Le stérol majeur, le β-sitostérol représente à lui seul environ 60% des stérols,

puis arrive le stigmastérol à environ 20%. On peut rencontrer le cholestérol à l’état de traces, c’est-

à-dire environ 1% (Cheikh- Rouhou et al., 2008 ; Hamrouni-Sellami et al., 2008).

6.2. Composés aromatiques

Burits et Bucar (2000) ont identifié par GC-MS, 32 constituants dont la majorité sont des

monoterpènes : p-cymène (38%), thymoquinone (30%), carvacrol (5-11%), - pinène (5-14%), -

pinène (5%), limonène (4%), longifolène (1,2-8%), 4-terpinéol (1,98-6,59%) et t-anéthol (0,25-

4,28%) ( Burits et Bucar, 2000).

La présence de thymohydroquinone, de thymol, de produits d’oxydation de la

thymoquinone, comme la dithymoquinone sont signalés dans la figure 02.

Figure 02 : Représentation chimique de la thymoquinone et de ses dérivés retrouvés dans l’huile

essentielle de N. sativa L., d’après Cihan et Toparslan (2012).

6.3. Saponosides

Les saponosides sont des hétérosides de stérols ou de triterpènes. Ils libèrent par hydrolyse

un ou plusieurs oses et une génine (sapogénine). De nombreux saponosides ont pu être déterminés à

partir des graines, de l’extrait éthanolique et des huiles de N. sativa (Ansari et al., 1975 ;

Greenish, 1880 ; Abdel-Aal et Attia, 1993).

Dans une étude réalisée par Kumara et Huat (2001), il a été possible d’isoler et de

caractériser à partir des graines de Nigella sativa une saponoside triterpénique douée de propriétés

antitumorales appelée l’α-hederine.
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6.4. Polyphénols et flavonoïdes

Les flavonoïdes sont des composés aromatiques dont la biosynthèse constitue l’un des

processus fondamentaux de la phytochimie. Ils font partie de ce que l’on appelle les composés

phénoliques. Les flavonoïdes sont des substances généralement colorées très répandues chez les

végétaux. Les Renonculacées sont un groupe riche en flavonols et en flavones (Benzine Ouahid,

2014).

Comme beaucoup de renonculacées, la Nigella sativa L. cultivée est riche en flavonols.

Plusieurs flavonols triglycosylés ont été isolés à partir des grains de Nigella sativa L., la quercétine-

3- glycosyl, (1-2), galactosyl, (1-2) glucoside, kæmpférol, 3-glycosyl, (1-2) galactosyl, (1-2)

glucoside et quercétine-3-(6 feruloglucosyl), (1-2) galactosyl, (1-2) glucoside (Merfort et al.,

1997).

En Turquie Nergiz et Otles (1993) ont déterminé la teneur en dérivés phénoliques de

graines de Nigelle turques. La teneur totale de dérivés phénoliques trouvée était de 1744 ± 10.6

mg/g d’huile.

6.5. Protéines

Les graines de Nigella sativa sont très riches en protéines (environ 16 %). Ces protéines

sont composées de 17 acides aminés dont 8 sont des acides aminés essentiels. Les acides aminés les

plus dominants sont de l'acide glutamique (22,4%), d'acide aspartique (10,05%) et d'arginine

(9,18%) (Tab.03) (Meziti, 2009).
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Tableau 03 : Répartition en acides aminés des protéines de graines de Nigella sativa (Al-jassir,

1992).

6.6. Alcaloïdes

Dans les graines de Nigella sativa 12 alcaloïdes ont été retrouvés (Fig.03) :

 Nigellicine (Atta-Ur-Rahman et al., 1985a) ;

 Nigellimine N-oxyde (Atta-Ur-Rahman et al., 1985b) ;

 Nigellidine, ayant un noyau indazol (Atta-Ur-Rahman et al., 1993) ;

 L’isoquinone nigellimine (Atta-Ur-Rahman et al., 1992) ;

 les alcaloïdes diterpènes Dollabllane- types Nigellamines A1, A2, B1, B2 (Morikawa,

2004b), A3, A4, A5, et C (Morikawa, 2004a).

Acides aminés
% de contribution a
l’apport protéique

Acides aminés essentiels (AAE)
Leucine
Valine
Lysine
Thréonine
Phénylalanine
Isoleucine
Histidine
Méthionine

Total AAE

5,82
4,61
4,04
3,65
3,61
3,46
3,35
1,65

30,19
Acides aminés non essentiels
(AANE)

Acide glutamique
Arginine
Acide aspartique
Glycine
Proline
Sérine
Alanine
Tyrosine
Ammonium
Cystine

Total AANE

24,74
9,19
8,94
5,61
4,90
4,31
3 ,73
3,59
2,84
1,96

69,81
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Figure 03 : Structure chimique des principaux alcaloïdes de N. sativa L., d'après Atta et al.

(1985a).

6.7. Vitamines et sels minéraux

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

B6, PP et de l’acide folique (Nergiz et Otles, 1993).

Des travaux sur la composition minérale de la graine de N. sativa ont rapporté que sa

teneur en potassium est importante (1.18 % de poids total de la graine) et que le calcium, le fer, le

sodium représentent 0.188, 0.0575, et 0.0853 %  respectivement, la teneur des graines en sélénium a

été également déterminée, elle représente 0,27-0,54 mg/kg des graines (Al-Saleh et al., 2006).

7. Usage à travers le monde

7.1. Usage culinaire

Les graines de nigelle sont usitées comme épice. Elles servent à saupoudrer le pain et les

gâteaux pour les rendre plus appétissant (Mahi, 2016).

De par ses teneurs en vitamines B, minéraux, lipides et par la qualité de ses protéines, la

graine de Nigelle constitue une excellente source complémentaire de nutriments essentiels. Son

incorporation dans les aliments pour améliorer leur valeur nutritionnelle est tout à fait intéressante

(Orsi-Llinares, 2005).

Dans la région du Bengale, entre l’Inde et le Bengladesh, le cumin noir entre dans les

recettes de légumes secs et dans la composition de certains mélanges d’épices comme le

panchphoron, composé de cinq épices : le cumin, le fenouil, la moutarde, le fenugrec et la nigelle

(Fig.04) (Antwerpen, 2006).
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Figure 04: Composition du mélange d’épices de Panchphoron (Antwerpen, 2006).

7.2. Médecine traditionnelle

Elles sont énumérées également à d’autres emplois du point de vue médicinal. La

décoction à la dose de 5g dans un quart d’eau et de vinaigre, calme en bain de bouche les maux de

dents (Mahi, 2016).

En médecine Unani, la graine de Nigelle est considérée comme abortive et diurétique, elle

est utilisée pour les ascites, la toux, la douleur oculaire, l’ictère, la paralysie, les hémorroïdes et la

fièvre tierce (Aggarwal et Kunnumakkara, 2009).

Les médecins musulmans et arabes se sont plus préoccupés de la graine de Nigelle après

l’avoir découverte dans la Tradition Prophétique.

Les formes galéniques les plus utilisées sont :

Les graines broyées ou réduites en poudre qui sont ensuite ingérées ou utilisées en

application locale (mélangées ou non à d’autres ingrédients) ;

L’huile est beaucoup utilisée par voie interne ou externe (en application sur les affections

cutanées comme l’eczéma, les furoncles et l’acné par exemple) ;

Les graines broyées ou la poudre peuvent être inhalées contre les affections respiratoires

(Karrandou, 2016) ;

Les graines de Nigelle sont aussi utilisées en médecine chinoise surtout comme

antibiotique naturel (Orientica, 2015).
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8. Activités biologiques et propriétés pharmacologiques de Nigella sativa L.

Un très grand nombre d’études concernant les effets pharmacologiques des graines de

nigelle ont été réalisées depuis les années soixante. La nigelle est très utilisée dans les maladies de

l’hiver (rhume et grippe) et les problèmes pulmonaires comme l’asthme ainsi qu’en pommade dans

divers problèmes cutanés (dont le vitiligo) et neurologiques (Kooti et al., 2016).

8.1. Activité antioxydante

8.1.1. Etude In Vitro

Une étude sur l’auto-oxydation de l’huile de maïs a permis de déterminer le pouvoir

antioxydant de N. sativa. En effet, les extraits éthanolique et aqueux ont retardé l’oxydation des

triglycérides de l’huile de maïs à 100°C, l’extrait éthanolique ayant un pouvoir antioxydant plus fort

que l’extrait aqueux. L’activité antioxydante de l’extrait éthanolique est à celle de la tert-

butylhydroquinone (2-(1,1-diméthyléthyl) - 1,4-benzènediol), un antioxydant utilisé dans les

cosmétiques, et utilisé comme conservateur des acides gras insaturés dans l’alimentation (Atta et

Imaizumi, 1998).

Une étude de comparaison de l’action de sept plantes médicinales, dont N. sativa, sur la

déformation des érythrocytes, leur fragilité osmotique à 37°C pendant 60 minutes dans une solution

de peroxyde d’hydrogène à 10 mM, leur dégradation protéique et peroxydation lipidique, a mis en

évidence une action protectrice de la nigelle sur la dégradation érythrocytaire suite au stress

oxydatif. Nigella sativa, à activité antioxydante, anti-radicalaire, peut donc être bénéfique dans les

pathologies rhéologiques (Suboh et al., 2004).

8.1.2. Études In Vivo

Une étude, mettant en œuvre la toxicité du tétrachlorométhane (CCl4) sur des souris, a

montré que l’huile de Nigella sativa a rétabli le profil lipidique sérique et a joué un rôle protecteur

contre l’hépatotoxicité. Les taux anormalement élevés de potassium et calcium et la numération de

la formule sanguine abaissée par le CCl4 ont été restaurés par l’huile de nigelle (Nagi et al., 1999 ;

El-dakhakhny et al., 2000).

Elle a diminué les enzymes hépatiques élevées et augmenté les enzymes antioxydantes

diminuées ; N. sativa a lutté contre la fibrose hépatique par le CCl4 (Turkdogan, M et al, 2001).

Une autre étude montre que l’huile de nigelle augmente la concentration en glutathion et le

système de défense antioxydant au niveau du cortex rénal, de façon dose-dépendante du point de

vue biochimique et histologique, ce qui implique une protection contre la néphrotoxicité (Salem,

2005).
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8.2. Propriétés antiallergiques

El-Dakhakhny (1965) et son équipe ont isolé le dimère de dithymoquinone, la nigellone,

de l’huile volatile de graine de nigelle. La nigellone administrée par voie orale aux patients atteints

de bronchite asthmatiforme a eu un effet bénéfique en supprimant les symptômes. Par la suite elle a

été administrée également aux enfants et n’a présenté aucun effet toxique.

Dans une étude clinique avec des patients allergiques, ayant comme symptômes une

rhinite, une bronchite asthmatiforme ou un eczéma atopique, une diminution des polynucléaires

éosinophiles, des Ig-E et du cortisol endogène plasmatique et urinaire a été observée après

administration d’huile volatile de N. sativa (El-dakhakhny, 1965).

Des études In Vitro, sur des chaines trachéales isolées et contractées à l’avance, ont

démontré l’effet a relaxant et anti-histaminique de l’extrait aqueux de N. sativa ; l’expérience été

réalisée sans calcium et en présence du cycle de Krebs. Ce qui montre que l’effet relaxant

musculaire de la nigelle n’a aucun lien avec son effet de bloqueur de canaux calciques, même si son

effet relaxant est identique à celui du vérapamil, inhibiteur calcique qui diminue les mouvements

transmembranaires du calcium. Quand aucune contraction n’est provoquée par le chlorure de

potassium, aucun effet n’est observé (Ali et Blunden, 2002 ; Boskabady et al., 2004).

Il a été admis que les différents constituants actifs de l’huile essentielle de Nigella sativa

n’ont pas la même action sur la libération d’histamine. Le constituant actif de l’huile essentielle de

nigelle, la nigellone, est bloqueur des canaux calciques, ce qui fait que N. sativa peut être utilisée en

cas de diarrhée, d’asthme et d’hypertension (Salem, 2005).

8.3. Propriétés anti-inflammatoires et analgésiques

Plusieurs travaux proposés que l’huile fixe de la nigelle soit responsable d’une importante

activité analgésique, cette action ayant été antagonisée par la naxolone. Cette huile présente en outre

un effet réducteur significatif sur le SNC. qui ont mis en évidence un effet antinociceptif dȗ aussi

bien à l’huile fixe qu’à la thymoquinone par activation indirecte des récepteurs Superspinaux et

kappa. Le mécanisme par lequel l’huile fixe de Nigella sativa et la thymoquinone exercent leurs

effets antiinflammatoires a été étudié et s’est affirmé être un puissant inhibiteur du thromboxane B2

et des leucotriénes B4 par inhibition respective des cyclo-oxygénase et lipo-oxygénase (Allouat et

Boulkelia, 2014).
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8.4. Propriétés immunomodulatrices

L’emploi traditionnel de la Nigelle dans certaines pathologies comme les infections et les

affections inflammatoires amène à rechercher d’éventuelles propriétés immunomodulatrices.

El-Kadi et al. (1987) Furent les premiers à montrer que la Nigelle avait des effets immun

modulateurs sur des lymphocytes T humains In Vitro (Alib et Blunden, 2003).

8.5. Propriétés anti-infectieuses

8.5.1. Propriétés antibactériennes

L’extrait méthanolique possède un effet inhibiteur très considérable sur Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Bacillus cereus et

Candida albicans (Sokmen, 1999). L’huile fixe présente un large spectre vis-à-vis de nombreuses

souches bactériennes, ainsi l’huile de la nigelle possède un pouvoir inhibiteur supérieur à celui de la

gentamicine sur une vingtaine de souches de Listeria monocytogenes (Nair et al., 2005).

8.5.2.  Propriétés antifongiques

Les différents extraits étudiés sur les bactéries ont également été utilisés pour déterminer

l’activité antifongique. L’essai de l’huile essentielle diluée au centième par la méthode de diffusion

sur disque, cité précédemment, a été réalisé sur des champignons du genre Aspergillus et

Microsporum. L’effet antifongique de l’huile essentielle de nigelle a été observé au même titre que

l’effet antibactérien (Ali et Blunden, 2002).

L’huile fixe présente aussi une excellente activité antifongique, notamment à l’égard

d’Aspergillus flavus (Amrouche et al., 2011). Par ailleurs, la thymoquinone exerce une activité

inhibitrice vis-à-vis de huit espèces de dermatophytes (Aljabre et al., 2005).

Une étude comparant les propriétés antifongiques de 16 huiles essentielles dont Nigella

sativa, a permis d’évaluer leur concentration minimale inhibitrice (CMI) sur différents

champignons. L’huile volatile de nigelle s’est révélée être la plus efficace contre Candida albicans

à une CMI de 2,5 mg/mL, et en deuxième lieu contre Chaetomium olivaceum à la même CMI

(Aboul ela, 1996). Cette huile pourrait éventuellement être utilisée dans les cultures de riz, blé et

coton fréquemment touchées par C. olivaceum.
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8.5.3. Propriétés antivirales

L’huile de Nigella sativa possède également un effet antiviral vis-à-vis du virus de

l’herpès: cytomégalovirus murin (MCMV) (Salem et Hossain, 2000).

Une étude In Vivo de l’action de l’huile de nigelle sur des souris infectées par un

cytomégalovirus (CMV) a montré l’activité antivirale de N. sativa. Après inoculation du CMV et

l’injection intra-péritonéale d’huile de nigelle à des souris, l’observation a porté sur l’immunité non-

spécifique c’est-à-dire sur les cellules NK et les macrophages, et sur l’immunité spécifique

constituée par les lymphocytes T. Les lymphocytes T cytotoxiques constituent la réponse retardée

avec leurs médiateurs comme les interférons γ, alors que les cellules NK et les macrophages

constituent la réponse précoce de l’immunité. Dans les organes étudiés, le foie et la rate, une

diminution du CMV a été observée ; en même temps une augmentation des IFN-γ et des

macrophages explique l’effet antiviral (Salemal et Hossain, 2000 ; Su et al., 2001 ; Salem, 2005).

Dans les foyers infectieux viraux, une diminution du nombre de lymphocytes par apoptose

est observée. Les agents antioxydants peuvent inhiber ces morts cellulaires autant de fois qu’il y a

de réplications virales dans les cellules cibles. L’effet antioxydant de Nigella sativa serait donc

impliqué dans son activité antivirale (Salem, 2005).

8.5.4. Propriétés antiparasitaires

De nombreuses études ont montré l’efficacité des extraits de la nigelle. Des propriétés anti-

cestodales et anti-nématiques (Entameba histolytica) de différents extraits de la graine ont été

rapportées par (Raza et al., 1999).

L’huile fixe de graine de Nigella sativa L. présente des propriétés anticestodales et anti-

nématodiques comparables à celles de la pipérazine (Agrawal et al., 1979). D’autres travaux

montrent que ce l’huile fixe administrée par voie orale à raison de 2,5 à 5 ml/kg pendant deux

semaines, est responsable de la réduction du nombre de Schistosoma mansoni dans le foie et

diminue le nombre des œufs déposés dans le foie et les intestins (Mahmoud et al., 2002).

8.5.5. Propriétés antidiabétiques

Les effets de Nigella sativa sur certaines complications du diabète expérimental induit chez

les animaux ont fait l’objet de nombreux travaux, Al-Hader et al. (1993) rapportent que l’huile

essentielle de la graine administrée par voie intra-péritonéale (à raison de 50 mg/kg) abaisse de

façon significative (de 15 à 23 %) la glycémie à jeun chez les animaux normo et hyperglycémiques.

L’insulinémie n’ayant pas été affectée par les traitements. L’effet hypoglycémiant observé se
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manifeste selon un mécanisme non encore identifié n’impliquant pas l’insuline (Hawsawi et al.,

2001 ; El-Dakhakhny et al., 2002).

D’autres auteurs ont mis en évidence un effet hypoglycémiant via l’oxyde nitrique de la

Thymoquinone chez l’animal rendu diabétique par la Streptozotocine (El-mahmoudy et al., 2005).

Le traitement des rats avec l’extrait de Nigella sativa seul ou combiné avec les hormones

thyroïdiennes humaines a montré une augmentation de la production d’insuline par les cellules β du

pancréas (Altan et al., 2007).

8.6. Propriétés cardiovasculaires

Nigella sativa L. possède des propriétés anti-hypertensives directes et elle protège le

système cardiovasculaire par son effet hypolipémiant, anticoagulant et antiagrégant plaquettaire.

Elle lutte contre l’athérosclérose et pourrait être utilisée dans la prévention d’accidents vasculaires

(Cihan, 2012).

L’OMS a déclaré que les décès dus aux causes cardiovasculaires touchent environ 23,6

millions d’habitants, principalement chez les patients présentant une dyslipidémie. Les étiologies

des maladies cardiovasculaires sont très diverses : HTA, athérosclérose, dyslipidémie. Ces maladies

sont en augmentation permanente dans le monde entier (Al-hader, 1993).

La Nigelle a traditionnellement été utilisée pour traiter l’hypertension, l’excès de

cholestérol et pour stopper les saignements de nez (Orsi-Llinares, 2005).

8.7. Propriétés gastro-intestinales

Les effets gastro-intestinaux des graines de Nigella sativa ont été étudiés auprès de patients

présentant une dyspepsie non ulcéreuse à Helicobacter pylori. L’effet de la Nigelle a été comparé au

traitement habituel qui repose sur une trithérapie par Amoxicilline, Clarythromicine et Oméprazole

(Salem, 2010).

Les graines de Nigella sativa sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle pour

le traitement des désordres gastro-intestinaux, L’extrait aqueux des graines réduit de 32 36%

l’indice d’ulcère induit par l’acide acetylsalicylique (aspirine) et diminue l’activité peptique et la

production d’acide chez le rat (Ghedira, 2006).
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8.8. Propriétés antihépatotoxiques, hépatoprotectrices et antinéphrotoxiques

8.8.1. Action de protection hépatique

L’extrait décocté des graines de Nigella sativa exerce une forte activité cytotoxique sur les

cellules hépatiques cancéreuses, notamment sur la synthèse d’ADN (Thabrew et al., 2005).

Les travaux menés par Houcher et al. (2007) sont en concordance avec les études

antérieures, ils ont montré que le traitement des rats diabétiques avec l’extrait brut et l’huile

commerciale provoque une réduction importante de la glycémie de 58. 09 et 73. 27 %,

respectivement. Le mécanisme d’action impliqué n’est pas relié à l’inhibition de l’absorption

intestinale du glucose ni à la stimulation de l’insulinosecrétion, mais il est probablement dû à

l’inhibition des enzymes de la néoglucogenèse hépatique (Houcher et al., 2007).

8.8.2. Action sur les reins

La Nigella sativa L. avec ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires lutte

efficacement contre les lésions rénales. La thymoquinone a eu les meilleurs résultats, ce sont ses

propriétés inhibitrices de la peroxydation lipidique microsomale et stimulante des polynucléaires

qui protègent contre les actions des radicaux libres. Son effet Anti-inflammatoire qui se manifeste

par l’inhibition des COX et de la LOX, lutte également contre l’état inflammatoire induit au niveau

du rein (Ragheb, A et al., 2009).

En outre, les résultats de Khan (2003) ont prouvé que les extraits de la graine de N. Sativa

possèdent une activité In Vivo contre C. albicans infectant la rate, le foie, et les reins.

8.9. Propriétés neurologiques

Du fait de ses propriétés antioxydantes, il apparaît que la graine de N. sativa exerce des

effets protecteurs sur le système nerveux central. En prévenant l'inhibition des enzymes

antioxydantes (SOD, GPx et CAT) et en diminuant les marqueurs du stress oxydant, N. sativa

associée la méthylprednisolone, protège les neurones des tissus nerveux de rats souffrant d’une

atteinte de la moelle épinière (Kanter et al., 2006). La vitamine C est essentielle à la synthèse du

collagène, de la carnitine et de certains neurotransmetteurs. Elle joue le rôle d’agent réducteur qui

réagit avec la vitamine E pour se donner à elle-même un radical lui permettant de régénérer la

vitamine E (Abdesselam, 2015).
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8.10. Propriétés sur les fonctions de reproduction et de fertilité

Une étude de l’action de l’extrait aqueux de la nigelle, administré par voie orale à

300mg/kg pendant 60 jours, sur la fertilité du rat mâle, montre une augmentation du poids des

organes reproducteurs, ainsi qu’une stimulation de différents paramètres de reproduction (la motilité

et la densité du sperme, l’activité sécrétoire des vésicules séminales et de la prostate) (Mukhallad

et al., 2009).

Deux études ont été rapportées dans la littérature (Kreshri et al., 1995 ; El-Tahir et al.,

1999), elles ont démontré un effet abortif important provoqué chez la rate par l’ingestion de la

fraction lipidique de la graine de Nigelle, et stimule la lactation de la rate allaitante. La qualité

nutritionnelle de l’huile de Nigelle permet une élévation du poids du fœtus (Kreshri et al., 1995 ;

El-Tahir, 1999).

8.11. Propriétés antitumorales

L’extrait de Nigella sativa L. diminue le diamètre des tumeurs induites par des substances

chimiques carcinogènes. Des chercheurs ont déterminé que Nigella sativa L. possède un effet

antitumoral envers plusieurs types de cellules malignes. Cette action est due à une inhibition de

l’incorporation de thymidine au niveau de l’ADN (Salomi et al., 2000).

Aussi L’extrait d’acétate d’éthyle de Nigella sativa L. agit contre la prolifération chez

différentes lignées cellulaires cancéreuses (Swamy et Tan, 2000).

L’huile des graines de Nigella sativa réduit le potentiel fibrinolytique des cellules

tumorales lié à leur phénotype de malignité. Cette action conduit à l’inhibition des invasions

tumorales locales et de la métastase (Awad, 2005).

9. Toxicité de Nigella sativa L.

Les propriétés toxiques de la thymoquinone (TQ) et de la thymohydroquinone (THQ) ont

été étudiées afin de déterminer leur DL50. La TQ avec une DL50 à 10 mg/kg de poids corporel,

serait plus toxique que la THQ à 25 mg/kg (El-Dakhakhny, 1965). Une étude publiée en 2012 a

confirmé l’effet toxique de l’huile végétale de N. sativa. à des doses journalières de 15 et 25 ml/kg

de poids corporel (Zaghlol et al., 2012).

La toxicité de la Nigelle est pratiquement nulle en ce qui concerne la consommation des

graines, de l’huile ou de l’extrait aqueux. La plupart des études montrent clairement que la nigelle

possède un index thérapeutique élevé et une excellente innocuité à des doses inférieures à 4

g/kg/jour de N. sativa (Orsi-llinares, 2005).
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1. Activité antioxydante

1.1. Stress oxydant

Le stress oxydant se traduit par un déséquilibre profond de la balance entre la formation

des espèces réactives de l’oxygène à caractère pro-oxydant et les antioxydants qui régulent leur

production, en faveur des premières (Telaidji, 2018). Ce déséquilibre peut se produire quand le

système de défense antioxydant est surmené par l’augmentation des oxydants, ou lorsque les

défenses sont affaiblies par une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et

al., 2008).

1.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des espèces chimiques (atomes ou molécules) qui possèdent un ou

plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe. La présence d’un

électron célibataire leur confère une grande réactivité (Halliwell et Whiteman, 2004). D’après

Dacosta (2003) les principaux radicaux libres qu’on rencontre dans le corps humain sont : l’anion

superoxyde (O) ; le radical hydroxyle OH. ; Le radical alcoxyle (RO.) ; l’oxyde nitrique (NO.) et le

radical hydropéroxyle HOO (Tab.04). Il existe des mécanismes de défense cellulaires qui détruisent

les radicaux oxygénés (peroxydases cellulaires) ou qui piègent les radicaux libres (molécules

antioxydantes). Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou

empêcher l’oxydation des substances biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les

radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Mohammedi, 2006).

Tableau 04: Principaux radicaux libres et leurs formules chimiques (Haton, 2005).

Radicaux libres Structures chimique

Radical hydroxyle OH°

Radicale hydroperoxyde HOO°

Radicale peroxyde ROO°

Radicale alkoxyle RO°

Peroxyde d'hydrogène H2O2

Peroxynitrite ONOO°

Anion superoxyde O2°-
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1.2.1. Origine radicaux libres

Des radicaux libres sont produits en permanence dans l’organisme, dans les mitochondries

ou lors de phagocytose. Ils peuvent également se former au cours de mécanismes de détoxication

après exposition à certaines espèces chimiques ou sous l'effet de radiations. Mais l'essentiel de leur

production est associé au métabolisme cellulaire de l'oxygène et aux réactions d’oxydoréduction

(Tison et al., 1989 ; Dobet, 1991).

1.2.1. Production des radicaux libres

Les radicaux libres sont produits en permanence en faible quantité comme les résidus des

réactions énergétiques, de défense ou les médiateurs tissulaires, cette production physiologique est

parfaitement maîtrisée par des systèmes de défense (Favier, 2003). Ils sont des espèces réactives de

l'azote (RNS) ainsi que espèces réactives de l'oxygène (ROS). Lorsqu’ils sont en surcharge, ils ne

peuvent pas être détruit, leur accumulation alors dans le corps provoque le stress oxydatif (Lien Al

Pham-Huy et al., 2008).

1.2.1.2. Production endogène

La formation endogène de radicaux libres s'effectue au niveau de divers organites

cellulaires.

Les mitochondries : Une des plus grandes sources endogènes de production de radicaux

libres, organite utilisant de l'oxygène pour produire de l'ATP. Au cours de la respiration cellulaire,

95 à 99 % de l'oxygène consommé est réduit en eau. La réduction de l'oxygène moléculaire par les

cytochromes respiratoires cellulaires s'accompagne d'une formation parallèle d'environ 2% d'ions

superoxyde, d'eau oxygénée et éventuellement de radicaux (OH) (Sturtz et al., 2001).

Figure 05 : Production de l’anion radicalaire superoxyle (O.2¯ ) par respiration (Sturtz et al., 2001).

Les microsomes : La production des radicaux libres ensuivre parallèlement une activation

de l'oxygène par le cytochrome P-450 pour assurer les biotransformations.

Le cytosol: C'est localisation des différentes réactions enzymatiques responsables à la

production du (O2.¯ ).La réduction de l'oxygène par un électron pour devenir un anion superoxyde

nécessite d'un cofacteur c'est le NADPH et des différentes enzymes. Parmi ces enzymes qui ont

permettant cette réaction les plus important sont: La xanthine oxydase (responsable de la

transformation de l'hypoxanthine en xanthine), la NADPH oxydase (présente dans les neutrophiles
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où elle intervient dans leur propriété bactéricide) et aussi les enzymes du réticulum endoplasmique

lisse (cytocrome P450) et celles de la chaine respiratoire mitochondriale (Cia et Harrison, 2000).

1.2.1.3. Production exogène

Les agents exogènes générateurs des ROS continue d’attaquer toujours l’organisme

humain est obéissante à leur agression (Favier, 2003).

Les rayonnements UV: les radiations UV provoquent particulièrement des démâtements

au niveau de l'ADN. Les radiations ionisantes induisent la synthèse de radicaux libres dérivés de

l’oxygène tels que : (O2
.¯ ), (OH.), (O2) et les molécules génératrices des radicaux libres par

l’intermédiaire d’agents photo sensibilisants.

Le monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2): Sont formés par les Nitric

Oxyde synthases (NOS). Ils sont des toxiques présents dans notre environnement comme par

exemple: suie, goudron, tabac, polluants industriels. En plus, sont également responsables de la

synthèse des radicaux libres.

L'alimentation: comme l’alcool, café, les aliments riches en protéines et en lipides

pouvant être à l’origine de la production des radicaux libres, donc ils ont une faible consommation

des antioxydants (Hu Yet al. 2006).

Certains médicaments: les médicaments qui sont utilisés comme un traitement contre le

cancer (anticancéreux comme les anthracyclines) peuvent provoquer aussi la production des

radicaux libres (Moller et al., 1996).

1.3. Espèces réactives de l’oxygène

Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellules

transforment les nutriments apportés par l’alimentation en énergie et en eau. Cette transformation

génère environ 2% de molécules d’oxygène (Edeas, 2005). L’oxygène (Fig.06) peut s’avérer

délétère en raison de son caractère oxydant, il est à l’origine de la formation de dérivés plus réactifs

appelés espèces réactives de l’oxygène (Ichai et al., 2011).
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Figure 06: Principales voies de formation des espèces réactives de l'oxygène (Ichai et al., 2011).

1.3.1. Radical superoxyde

Dans l’organisme une partie de l’oxygène moléculaire peut capter de manière univalente et

séquentielle un électron conduisant alors la formation du chef de file des espèces oxygénées

réactives : l’anion superoxyde (O2 + e∙− → O2
∙−) (Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Al-Mamun et al.,

2007).

1.3.2. Peroxyde d’hydrogène H2O2

Il est relativement stable, possède une demi-vie longue, et les membranes biologiques lui

sont perméables. Il est peu dangereux en soi pour la cellule, mais il constitue la source du radical

hydroxyle HO° par la réaction de Fenton : H2O2 + Fe2+ = Fe3+ + HO° + HO- (Mandelker, 2008).

Certains auteurs préfèrent alors considérer la réaction de l’anion superoxyde avec le

peroxyde d’hydrogène, catalysée par un ion métallique tel que le fer ; cette réaction est appelée

réaction d’Haber-Weiss : O2°- + H2O2 = O2 + HO° + HO- (Powers et Jackson, 2008).

L’importance In Vivo de cette réaction est encore largement débattue, dans la mesure où

l’ion ferreux Fe2+ existe rarement à l’état libre, et souvent maintenu par le potentiel redox de la

cellule en ion ferrique Fe3+ (Halliwell et Gutteridge, 1990).
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1.3.3. Radical hydroxyle HO.

 Production de HO•

HO• est donc généré essentiellement à partir de H2O2 via la réaction de Fenton (Wink et

Coll, 1994). Cependant, les rayonnements UV (rupture homolytique de H2O2), les ultrasons

(cassures des liaisons de l’eau) et les radiations ionisantes (radiolyse de l’eau) sont également

capables de générer HO• (Von Sonntag, 2008).

 Réactivité de HO•

Le couple HO•/OH- possède un potentiel d’oxydoréduction de + 1.2 V/ENH et une demi-

vie en milieu biologique, d’environ 10-9 s à 37 °C (Pryor, 1986). Le radical hydroxyle est très

réactif. C’est le plus puissant oxydant qui puisse être généré au sein des cellules. Il réagit

instantanément de façon non sélective, aux limites de la vitesse de diffusion, avec toutes les

macromolécules biologiques, sucres, acides aminés, phospholipides, nucléotides ainsi qu’avec les

acides organiques (Valentine et Coll, 1998). Il est donc extrêmement toxique pour la cellule. En

général, il réagit par arrachement d’un atome d’hydrogène d’une liaison C-H, conduisant à la

formation concomitante d’un radical organique.

1.3.4. Oxygène singlet 1O2

Il correspond à une forme excitée de l’oxygène O2 : il possède la même structure

électronique que l’oxygène mais ‘agencée’ différemment, à savoir que les électrons de la couche

externe initialement non appariés se sont appariés. Il n’est donc pas radicalaire. Son état ‘excité’ lui

confère un potentiel oxydant supérieur à celui de l’oxygène (Halliwell et Gutteridge, 2007).

1.4. Conséquence biochimique et biologique du stress oxydant

 Les conséquences biochimiques

1- Peroxydation lipidique

Les lipides notamment les acides gras insaturés sont les cibles privilégiées des radicaux

libres (Baudin, 2006). En présence de dioxygène, la réaction des radicaux sur les doubles liaisons

initie une réaction en chaîne menant à des peroxydes ou à des hydroperoxydes (Houée-Levin et al.,

2005). Les hydroperoxydes ainsi formés peuvent subir plusieurs transformations: être réduits et

neutralisés par la glutathion peroxydase ou continuer à s’oxyder et à se fragmenter en aldéhyde et

en alcane qui, par leur volatilité, sont éliminés par voie pulmonaire (Favier, 2003; Guichardant et

al., 2006).
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L’attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides

membranaires, les conséquences seront différentes:

L’attaque des lipides circulants aboutissent à la formation de LDL (lipoprotéines de légère

densité) oxydées, qui seront captées par des macrophages formeront ainsi des dépôts

lipidiques de la plaque d’athérome responsables des maladies cardiovasculaires (Favier,

2003) ;

L’attaque des phospholipides membranaires a une action sur la fluidité des membranes et

donc sur le fonctionnement de nombreux récepteurs, les aldéhydes ainsi libérés dans le

cytosol réagissent avec les protéines (Favier, 2003; Houée-Levin et al., 2005).

2-Oxydation des protéines

La toxicité des ERO s’exerce également sur les protéines. Les ERO sont en effet capables

de réagir avec les différents acides aminés des protéines. Les plus sensibles aux actions des ERO

sont :

Les acides aminés aromatiques comme le tryptophane et la tyrosine sur lesquels le radical

OH• s’additionne en modifiant la conformation de la protéine (Baudin, 2006; Koechlin-

Ramonatxo, 2006) ;

Les acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine; leur

oxydation par les radicaux libres conduit à la formation de ponts disulfures, donc à l’agrégation de

plusieurs molécules de protéines (Koechlin-Ramonatxo, 2006);

Les acides aminés basiques : l’histidine, la lysine et l’arginine, sont également sensibles au

radical hydroxyle et forment ainsi des dérivés carbonyles ou hydroxyles semi-aldéhydes (Baudin,

2006). .

3-Oxydation de l’ADN

L’ADN qu’il soit nucléaire ou mitochondrial est également la cible majeur des ERO

(Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les radicaux hydroxyles sont les plus actifs, ils ont la capacité

d’oxyder rapidement les bases azotées. La guanine est la base la plus exposée à l’oxydation et le

principal produit formé est la 8-hydroxyguanine (Fig.07). Ces radicaux peuvent aussi attaquer la

fraction glucidique de l’ADN. L’oxydation du désoxyribose est moins probable que celle des bases,

elle mène soit à une perte de base adjacente et donc à la formation des sites abasiques ou bien à une

rupture de la liaison phosphodiester créant une coupure du simple brin d’ADN (Favier, 2003 ;

Houée-Levin et al., 2005).
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Figure 7: Produit de l’oxydation de la base de l’ADN, la guanine (Houée-Levin et al., 2005).

 Conséquences biologiques

Elles sont extrêmement variables selon la concentration des ERO :

 Des légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et l’expression de protéines;

 Des stress moyens faciliteront l’apoptose;

 Des forts stress provoqueront une nécrose;

 Les stress violents désorganiseront la membrane cellulaire et entraîneront des lyses

immédiates (Favier, 2003).

De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant tels que les

mutations, la carcinogénèse, les malformations du fœtus, les dépôts de protéines anormales, les

fibroses, la formation d’auto-anticorps, les dépôts de lipides oxydés, et les immunosuppressions

(Favier, 2003).

1.5 Type des antioxydants

1.5.1 Antioxydants enzymatique

Ces systèmes sont composés d’enzymes telles que le superoxyde dismutase (SOD), la

catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPX), capables d’éliminer les radicaux libres et

d’autres espèces réactives (Fig.08).

SUPEROXYDE DISMUTASE (SOD)

Le SOD est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation du superoxyde en oxygène et

peroxyde d'hydrogène. Pour cette raison, cette enzyme représente une partie importante du système

de défense contre les radicaux libres (Halliwell et Gutteridge, 1999). Cette métalloprotéine est

classée en trois catégories, la SOD cytosolique (Cu- et Zn- dépendante), la SOD mitochondriale
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(Mn-dépendante), et la SOD extracellulaire. La structure de SOD est bien conservée lors de

l’évolution et présente un puits hydrophobe au centre de la protéine dans lequel se glisse l’anion

superoxyde et puis l’élimination de ce dernier (Zelko et al., 2002).

CATALASE (CAT)

La catalase se trouve dans les peroxysomes essentiellement. Elle assure la transformation

en eau et dioxygène du peroxyde d’hydrogène H2O2, pour lequel elle a une moins forte affinité que

la GPX. Elle fonctionne avec un cofacteur : le fer (Tessier et Marconnet, 1995). Là encore des

concentrations plus élevées en CAT ont été retrouvées dans les fibres musculaires oxydatives (i.e.

type I) (Powers, Criswell et al., 1994).

2 H2O2 = 2 H2O + O2 (Powers et Jackson, 2008)

Glutathion peroxydase GPX

La glutathion peroxydase est une enzyme tétramérique permettant également la

décomposition du H2O2. Elle agit plus lentement que la catalase mais elle a une meilleure affinité

pour le H2O2 que cette dernière. La GPX est donc essentielle à la décomposition du H2O2 produit de

manière continue et à des niveaux physiologiques dans la cellule. Les GPX sont des enzymes

sélénium-dépendantes ou sélénium-indépendantes et sont soit cytosolique, comme c’est le cas de la

première GPX identifiée (Mills, 1957), soit extracellulaire.

H2O2 + 2 GSH = 2 H2O + GSSG

ROOH + 2 GSH = ROH + H2O + GSSG

Figure 08 : Schéma de défenses antioxydantes enzymatiques. D’après Favier (2006).

(Powers et Jackson., 2008)
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1.5.2. Antioxydants non enzymatiques

*La thioredoxine : C’est une protéine à deux fonctions thiols. La thioredoxine réduite (TRX-

(SH) 2) est générée à partir du thioredoxine oxydée (Trx-SS) par la thioredoxine réductase (Houée-

Levin et al., 2005); elle intervient dans la réduction des ponts disulfures des protéines oxydées en

thiols (Houée-Levin et al., 2005).

*Le glutathion : C’est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systèmes vivants

(Baudin et al., 2006).

*L’acide urique : C’est un piégeur de 1’O2, des radicaux pyroxyles et hydroxyles (RO2* et

HO*), de l’ozone et de HClO (Delattre et al., 2005).

*La vitamine C : La vitamine C ou acide ascorbique n’est pas synthétisée par l’organisme.

C’est un excellent piégeur des ERO qui peut protéger divers substrats biologiques (protéines, acides

gras, ADN) de l’oxydation. Cette molécule contient trois formes moléculaires les plus connus de

Vitamine C sont : l’acide D-ascorbique, l’acide L-ascorbique et sa forme oxydée dite acide

déshydroascorbique (DHA) dont ces deux dernières possèdent une activité biologique (Bourgeois,

2003).

La vitamine C a également un pouvoir antioxydant indirect en recyclant les caroténoïdes et

la vitamine E. D’un autre côté, la vitamine C permet le recyclage de Fe3+ en Fe2+ favorisant ainsi la

réaction de Fenton et donc de manière indirecte une action pro-oxydante. L’acide urique est issu du

métabolisme des purines et peut réagir avec HO. (Ames et al., 1981) et être régénéré par la vitamine

C.

Figure 9: Structure chimique de la vitamine C (Grusse, 2003).
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*La vitamine E : Le terme « vitamine E » désigne en fait de nombreux isomères de

tocophérols et de tocotriénols. L’isomère qui possède l’activité in vivo la plus importante chez

l’animal est le RRR-α-tocophérol. Les teneurs plasmatiques importantes en RRR-α-tocophérol par

rapport aux autres isomères sont dues à une plus grande affinité d’une protéine hépatique (la

protéine de transfert de l’α-tocophérol ou α-PTT) pour la forme RRR- α-tocophérol ; cette protéine

assure l’incorporation de ce dernier dans les VLDL, alors que les autres formes subissent un turn-

over rapide (Halliwell et Gutteridge, 2007).

Figure 10: Structure chimique de l’α -tocophérol (Berset, 2006).

*Les oligo-éléments : Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganèse (Mn), le sélénium (Se) et le

fer (Fe) sont des métaux essentiels dans la défense contre les radicaux libres dont ces oligo-

éléments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la lutte contre les

radicaux libres (Tableau IV) (Médale, 2008). Les organismes aquatiques puisent ces oligo-éléments

à la fois dans leur nourriture et dans l’eau, tel que les poissons qui sont une source majeure des

minéraux environ 65% stocké chez les vertèbres (Lall, 1995).

*Les polyphénols : L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un

vaste ensemble de plus de 8 000 molécules d’une extrême diversité (Edeas, 2007), allant de

molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire, tels les acides phénoliques, à des

composées hautement polymérisés comme les tannins (Lugasi et al., 2003 ; Cheynier, 2005) ; ces

molécules présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle

aromatique à 6 carbones, lui-même porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH)

(Hennebelle et al., 2004 ; Lotito et Frei, 2006).

*Les flavonoïdes : Les flavonoïdes sont des composés phénoliques généralement produit par

cyclisation d’un intermédiaire dérivé de l’acide cinnamique et de trois molécules de malonyl-COA

(Judd et al., 1999), ils possèdent un squelette de base à quinze atomes de carbone constitué de deux

cycles en C6 (A et B) reliés par une chaîne en C3 (Heller et Forkmann, 1993).
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Leur fonction principale semble être la coloration des plantes, ils sont beaucoup utilisés en

leur systématique probablement parce que leur extraction et leur identification sont assez faciles. Ils

sont parfois utiles pour estimer les relations phylogénétiques au niveau supérieur (Judd et al.,

1999). Les flavonoïdes sont connus principalement pour leur activité antioxydante. Ils sont

présentés dans des organismes très divers. Ils ont tous une origine biosynthétique commune, ce qui

explique qu'ils partagent la même structure de base (Bruneton, 2008).

Figure 11: Structure de base des flavonoïdes (Richter, 1993).

*Tannins : Les tannins sont des polyphénols polaires du poids moléculaires compris entre

500 et 3000 Da. Ils sont caractérisés par leur capacité antioxydante et leur propriété thérapeutique

(Cowan, 1999). Ils peuvent avoir plusieurs activités biologiques dont l’activité antioxydante, anti-

inflammatoire, antifongique, antitumorale, antivirale et anti diarrhéique (Bruneton, 1999). Les

tannins sont subdivisés en deux classes différentes, largement distribuées chez les végétaux

supérieurs:

Tannins hydrolysables : qui sont des esters d’un sucre (généralement le glucose) et d’un

nombre variable de molécules d’acide phénolique (acide gallique, dans le cas des tanins galliques,

ou acide héxahydroxydiphénique (HHDP), dans le cas des tannins ellagiques) ;

Tannins condensés : qui sont formés par la condensation des unités flavan-3-ols et flavan-

3-4-diols (Vermerris et Nicholson, 2006).
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Figure 12: Structures chimiques des tannins ; (A) Tannins hydrolysables, (B) Tannins condensés

(Naczk et Shahidi, 2004).

*Les coumarines : Coumarines sont des substances phénoliques hétérocycliques oxygénées

de la structure C6- C3. Elles sont isolées pour la première fois par Vogel en 1820 dans le

coumarona odorat (Echevin, 1964).
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Figure 13 : Structures chimiques de quelques coumarines.(Vivas de Gaulejac, 2001).

1.5.3. Antioxydants synthétique

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés

des antioxydants naturels (Lee et al., 2009). Pour une utilisation pratique, les antioxydants doivent

remplir les conditions suivantes : Ils ne doivent pas être toxiques, ils doivent être hautement actifs à

des faibles concentrations (0.01-0.02%) et doivent être présents à la surface ou dans la phase grasse

de l’aliment (Bauer et al., 2010). Cependant, il reste à les considérer comme des corps étrangers au

système biologique. Parmi les polyphénols de synthèse, on peut citer à titre d’exemple : la 3,3′, 5,5′-

Tétra-t-butyl-biphenyl-4,4′-diol (Fig.14) qui a montré un effet protecteur des cellules neuronales

(Duong et al., 2008).

Figure 14: Structure chimique d’un polyphénol de synthèse (3,3′, 5,5′-Tétra-t-butyle-biphenyl-4,4′-

diol) (Duong et al., 2008).
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Et le polyphénol dendrimère de synthèse syringaldehyde (Fig.15) qui a montré une activité

antioxydant puissante selon le test du DPPH qui a été respectivement deux fois et 10 fois plus fort

que la quercétine et trolox. Ce polyphénol de synthèse a montré aussi un effet protecteur des LDL

humain contre les attaques des radicaux libres (Lee et al., 2009).

Figure 15 : Structure chimique d’un polyphénol de synthèse (Dendrimère de syringaldehyde) (Lee

et al., 2009).

1.6 Amplification pathologique d’ERO

En raison de leur réactivité élevée, les radicaux libres interagissent avec toute une série de

substrats biologiques conduisant à l'altération de l’homéostasie cellulaire de l’organisme. Le

dysfonctionnement des systèmes de régulation de l’oxygène et de ses métabolites est à l’origine de

phénomènes du stress oxydant dont l’importance dans de nombreuses pathologies comme facteur

déclenchant ou associé à des complications lors de leur évolution est maintenant largement

démontré (Favier, 2003). En fait, de nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques,

indiquent que le stress oxydant est potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une

centaine de pathologies humaines différentes (Pincemail et al., 2002), allant de l’athérosclérose au

cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le

diabète (Tab.05). Le rôle du stress oxydant à été également évoqué même dans des processus

physiologiques tel que le vieillissement (Sorg, 2004 ; Valko et al., 2007).

La multiplicité des conséquences médicales de ce stress n’a rien de surprenant car, selon

les maladies, celui-ci se localisera à un tissu et à des types cellulaires particuliers, mettra en jeu des

espèces radicalaires différentes et sera associé à d’autres facteurs variables et à des anomalies

génétiques spécifiques à chaque individu. De plus, La plupart des maladies induites par le stress
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oxydant apparaissent avec l’âge car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et

augmente la production mitochondriale de radicaux avec une diminution de l’efficacité des

systèmes de réparations et de dégradations des constituants oxydés (Valko et al., 2007).

Tableau 05 : Les principales maladies liées à la production des radicaux libres (Pincemail

et al., 2002).

1.7. Mécanisme d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont variables, incluant le captage de l’oxygène,

la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux ou de

peroxydes, la complexation d’ions et de métaux de transition. Cet intérêt à plusieurs origines; en

tant que constituants alimentaires, ces antioxydants d’origine naturelle semblent contribuer de

manière significative à la prévention des maladies telles que le cancer ou encore des maladies

cardiovasculaires (Antwerpen, 2006).
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Figure 16 : Mécanisme d’action d’un antioxydant donneur d’hydrogène comme le tocophérol

(Cillard et Cillard, 2006).

2. Activité antibactériennes

2.1. Définition des bactéries

Les bactéries désignent des organismes cellulaires simples, dépourvus de chlorophylle, et

visibles uniquement au microscope. Elles sont des éléments, qui n’appartiennent ni au règne

végétal, ni au règne animal et qui d’habitude trouvées en très grand nombre parce qu’ils peuvent se

multiplier rapidement .Ce sont des procaryotes : leur ADN est contenu dans un seul chromosome

qui n’est pas contenu dans un noyau. Les trois formes basiques, toutes présentes dans le sol, sont les

coques (sphériques ou de forme ovale), les bacilles (en forme de bâtonnet) et les bactéries de forme

spiralée. Pour l’essentiel, la bactérie se reproduit par division cellulaire, c’est-à-dire qu’une cellule

se sépare en deux et donne deux cellules qui elles-mêmes se diviseront et ainsi de suite. Les

bactéries pathogènes spécifiques désignent des germes qui déclenchent une infection caractéristique

chez un sujet sain (Jaff et Wayne, 2008).

Figure 17: Formes principales de la bactérie (Johnson et al., 2011).
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2.2. Souches bactériennes étudiées

2.2.1. Famille des Enterobactriaceae

C’est des hôtes du tube digestif de l'homme et des animaux, mais aussi de nombreuses

souches de cette famille ont été isolées de l'environnement aquatique ou terrestre. Les bactéries de

cette famille cultivent facilement sur milieux ordinaires et utilisent une très large variété de

composés organiques simples comme source d'énergie: sucres, acides aminés, acides organiques.

Elles sont anaérobies facultatives, bâtonnets, mobiles par cils péritriches ou immobiles, possédant

des fimbriae appelés aussi pili communs, qui leur confèrent des propriétés hémagglutinantes, et

dans certains cas, des propriétés d'adhésion aux cellules animales. La présence d'une capsule est

parfois observée chez les Klebsiella. La plupart des Entérobactéries pathogènes se multiplient à la

température optimale de 37°C (Benzeggouta, 2005).

2.2.1.1. Klebsiella pneumoniae

Les espèces du genre Klebsiella sont des bactéries en forme de bâtonnet et font partie de la

famille des Enterobactriaceae. Elles se distinguent par leur immobilité constante, et leur

groupement en diplobacilles. Elles sont souvent encapsulées et forment des colonies mucoïdes

(Janda et Abbott, 2006; Abbott, 2007). Les Klebsiella sont ONPG positives et VP positif

caractère clé ; car elles font partie du groupe ‘’KESH’’= Klebsiella Enterobacter Serratia Hafnia.

Ces entérobactéries, sont fréquemment responsables d'infections hospitalières.

Ce genre comporte cinq espèces différenciées par des caractères biochimiques, l’espèce

type est Klebsiella pneumoniae parce qu’elle est la plus fréquemment retrouvée en clinique

humaine (Carbonnelle et Vargues, 1987 ; Brisse et Grimont, 2006). Cette bactérie possède toutes

les caractéristiques des Enterobactriaceae. C’est une bactérie commensale de l’homme et des

animaux. Elle est responsable d’infections communautaires (urinaires et respiratoires) et

d’infections opportunistes chez les malades hospitalisés (Avril et al., 2000 ; Iliaquer, 2010).

Figure 18 : Aspect microscopique (Coloration de Gram) de Klebsiella pneumoniae (Boughachiche

et Sebais, 2016).
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2.2.1.1.1. Classification  (George et al., 2004).

Règne   : Bacteria

Embranchement : Proteobacteria

Classe : Gamma Proteobacteria

Ordre : Enterobactriales

Famille : Enterobactriaceae

Genre : klebsiella

Espèce : klebsiella pneumoniae.

Le genre klebsiella comporte cinq espèces dont l’espèce type est K.p. (Bergogne-Berézin

et Dellamonica, 1995). L’espèce K.p est subdivisée en trois sous espèce : K. pneumoniae subsp

pneumoniae, K. pneumoniae subsp ozaenae et K.pneumoniae subp Rhinoscleromatis (Avril et al.,

2000).

2.2.1.1.2. Habitat

Les espèces du genre Klebsiella sont présentes dans le monde entier, en particulier dans les

régions tropicales et subtropicales. Elles sont ubiquistes, c’est-à-dire qu’on les rencontre partout,

notamment dans les milieux forestiers, le sol, eaux de surface, eaux usées, effluents industriels

(papeteries, minoteries, scieries, usines textiles…), le bois, les végétaux divers, les aliments et les

muqueuses des espèces hôtes (Janda et Abbott, 2006). Klebsiella pneumoniae et Klebsiella

oxytoca sont  répandues dans la nature. On peut les isoler de l’eau, de végétaux, d’aliments divers.

Ces deux espèces  sont rencontrées dans la flore fécale de 30 à 40 % des animaux sauvages ou

domestiques et de l’homme.  On peut les rencontrer aussi à l’état commensal sur la peau, les

muqueuses et les voies respiratoires  supérieures. Klebsiella ozaenae et Klebsiella rhinoscleromatis

ne sont pratiquement isolées que de l’arbre respiratoire de l’homme (Leon et Michel, 1989).

Le portage digestif de Klebsiella est plus important chez  les malades hospitalisés que dans

la population normale. Sur les mains du personnel et sur les objets de  l’environnement dans les

services hospitaliers, la présence de Klebsiella est très fréquente (Fauchere et Avril, 2002).

2.2.1.1.3. Pouvoir pathogène

Les espèces du genre Klebsiella sont d’importants pathogènes communs, à l’origine de

pneumonies nosocomiales (7 à 14 % de tous les cas), de septicémies (4 à 15 %), d’infections

urinaires (6 à 17 %), d’infections de plaies (2 à 4 %), d’infections survenant dans les unités de soins

intensifs (USI) (4 à 17 %) et de septicémies néonatales (3 à 20 %) (Janda et Abbott, 2006). Elles

peuvent également causer  des bactériémies et des infections hépatiques et ont été isolées dans un

grand nombre d’infections  inhabituelles, notamment des cas (d’endocardite, d’abcès médiastinal
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primaire gazeux, de péritonite, de  cholécystite aiguë, de myonécrose crépitante, de pyomyosite, de

fasciite nécrosante, d’abcès du psoas, d’infection de l’espace faciale au niveau de la tête et du cou,

et d’arthrite septique) (Janda et Abbott, 2006). Ce sont également des pathogènes opportunistes

importants, en particulier chez les personnes immunodéprimées.

Figure 19 : Aspect macroscopique des colonies de Klebsiella pneumoniae sur milieu gélosé

(Gueye, 2007).

2.2.2 Famille de pseudomonadaceae

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles à Gram négatif, non sporulés

généralement mobiles grâce à une ou plusieurs flagelles polaires, aérobie à métabolisme strictement

respiratoire et chimio-organotrophes (Palleroni, 2008).

2.2.2.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est un bacille droit ou incurvé, de taille 0,5 à 1 μm par 1,5 à 4 μm (Fig.20);

non sporulés ; Gram négatif ; à flagelles polaires (mobile), ce genre est capable de synthétiser le

film bactérien (Assous et al., 1999).

Il croit très facilement sur des milieux ordinaires, car il a très peu d’exigences nutritives.

Les colonies de P. aeruginosa sont pigmentées en vert du fait de la production de deux pigments

bleu hydrosoluble, et la pyoverdine insoluble dans le chloroforme, qui est un sidérophore. Certaines

souches peuvent ne produire qu’un seul pigment et moins de 1% des souches ne produisent aucun

pigment (Berche et al., 1988).
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Figure 20: Aspect microscopique de Pseudomonas aeruginosa (G x 2400)

(Winson et al., 2016).

2.2.2.1.1. Classification  (Jeannot et Guilard, 2014)

Règne   : Bacteria

Embranchement : g-Proteobacteria

Classe : Gammaproteobacteria

Ordre : Pseudomondales

Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas

Espèce : Pseudomonas aeruginosa

2.2.2.1.2. Habitat

Ces bactéries occupent des niches écologiques variées, mais se retrouvent plus

particulièrement dans les milieux humides tels que les eaux douces, les eaux de mer et les eaux

thermales. Elles se retrouvent en plus petite quantité dans les eaux riches en matières organiques.

Elles sont considérées comme une flore commensale chez l’homme ou l’animal. Certaines jouent un

rôle pathogène dont Pseudomonas syringae chez les plantes et Pseudomonas aeruginosa chez

l’homme et l’animal (Medboua, 2011).

2.2.2.1.3. Pouvoir pathogène

Les bactéries n’est pas pathogène pour le sujet normal, mais elle peut provoquer des

infections parfois sévères chez les sujets dont les défenses sont amoindries. Elle peut provoquer des

infections urinaires, bronchiques (en particulier chez les malades ventilés), oculaires (kératite ou

endophtalmie) ostéo-articulaires. Elle peut aussi surinfecter des lésions cutanées (brulures), des

plaies traumatiques ou postopératoires, provoquer des otites externes, des septicémies (en

particulier chez les neutropéniques), des endocardites (chez les toxicomanes) (Nauciel et al., 2006).
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2.2.3. Famille des Staphylococcaceae

2.2.3.1. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans

pour former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’où leur nom (en grec

Staphylos), ils sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant 5% de Na Cl et pour certains

jusqu'à 10 et même 15%. Ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs.

Les staphylocoques sont des germes ubiquistes largement distribués dans l'environnement

naturel de l'homme, mais ils le sont plus fréquemment et en plus forte densité sur les surfaces

cutano-muqueuses des mammifères.

Il existe une certaine relation entre les espèces de staphylocoques et l'hôte qui les héberge.

S. epidermidis est l'espèce la plus fréquente et la plus abondante sur les surfaces cutanées de

l'homme. S. aureus est l'espèce prédominante chez l'homme et autres mammifères, la cavité nasale

de l'homme est sa niche préférentielle.

Les staphylocoques ont un pouvoir pathogène opportuniste extrêmement large qui s'exerce

avec une grande fréquence en milieu hospitalier. L'espèce S. aureus, responsable d’infections

pyogènes de la peau et des muqueuses (furoncle, impétigo, staphylococcie maligne de la face,

staphylococcies bulleuses, etc.), mais aussi osseuses (ostéomyélite), digestives (entérocolites post-

antibiotiques), septicémiques. S. epidermidis un agent de plus en plus fréquent d’infections

nosocomiales (Sutra et al., 1998).

2.2.3.1.1. Classification  (Leclerc et al., 1995)

Règne : Bacteria

Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espèce : Staphylococcus aureus

2.2.3.1.2. Habitat

Le réservoir naturel des staphylocoques est l’homme et les animaux à sang chaud.

Cependant, éliminées dans les milieux extérieurs, ces bactéries très résistantes sont fréquemment

retrouvées dans l’environnement (Fiqut, 2009).
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2.2.3.1.3. Pouvoir pathogène

Staphylococcus aureus est à l’origine de toxi-infection car c’est une bactérie

toxinogène, elle produit entre autres des toxines thermorésistantes dans les aliments comme le lait

cru de chèvre (Mami , 2013).

Figure 21 : Aspect microscopique de Staphylococcus aureus (Anonymeb, 2019).

2.2.4. Familles des Enterococcaceae

2.2.4.1. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis fait partie de la flore intestinale normale de l’homme et des

animaux, il a été longtemps reconnu comme agent pathogène important (De Perio et al., 2006).

2.2.4.1.1. Classification

Règne : Bacteria

Embranchement : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales

Famille : Enterococcaceae

Genre : Enterococcus

Espèce : Enterococcus faecalis

2.2.4.1.2. Habitat

Les entérocoques sont des micro-organismes ubiquitaires. Leur réservoir principal est le

tube digestif de l’homme et de nombreux animaux. Relativement résistants, ils peuvent survivre

dans le sol, l’eau et les aliments contaminés par les fèces. On peut également les trouver dans

l’environnement hospitalier. Chez l’homme, s’ils colonisent essentiellement le tube digestif, on peut

également les trouver au niveau du périnée, du vagin, et de l’oropharynx (Pilly, 2012).
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2.2.4.1.3. Pouvoir pathogène

E. faecalis est principalement responsable d'infections urinaires le plus souvent

secondaires après explorations urologiques, d'endocardites évoluant sur un mode subaiguë, sur

valves natives ou sur prothèses, et survenant après explorations digestives ou urologiques,

d'infections intra abdominales (biliaires, etc.) de suppurations diverses. Le caractère polymicrobien

des surinfections à Entérocoques est fréquent (entérobactéries et anaérobies). Comme tous les

Enterococus, cette espèce peut être sélectionnée par certains traitements antibiotiques

(céphalosporines de 3ème génération, quinolones). Les infections peuvent avoir un caractère

nosocomial (Maryse et Danielle, 2007).

Figure 22 : Aspect microscopique d’Enterococcus faecalis en Microscopie Electronique à

Balayage (MEB) (Berger, 2010).

2.3. Définition de l’activité antibactérienne

Les différents extraits des graines de Nigella sativa (aqueux, de méthanol et de

chloroforme) présentent un large spectre d’inhibition vis-à-vis de nombreuses souches bactériennes

(Mashhadian et Rakhshandeh, 2005). Différents extraits bruts issus de la graine ont été testés vis-

à-vis de germes antibiorésistants (16 Gram négatifs et 6 Gram positifs), les alcaloïdes totaux et le

décocté se sont révélés être les extraits les plus actifs, notamment a l’égard des bactéries a gramme

positif (Morsi, 2000).

L’activité antibactérienne des huiles volatiles de N. sativa a été également démontrée sur

37 souches de Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei et Shigella boydii ainsi que 10

souches de Vibrio cholerae et Escherichia coli (Ferdous et al., 1992). L’huile de la Nigelle possède

également un pouvoir inhibiteur supérieur à celui de la gentamicine sur une vingtaine de souches de

Listeria monocytogenes (Nair et al., 2005).
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2.4. Technique d’évaluation de l’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits est évaluée par la méthode de diffusion sur milieu

gélosé «méthode de l’antibiogramme». Une suspension est inoculée sur une gélose de 4mm

d’épaisseur par inondation ou écouvillonnage. Puis des disques de papier buvard ou de comprimés

imprégnés de quantités connues d’antibiotiques sont déposés sur la surface de la gélose. Au cours

de l’incubation, il ya une compétition entre la croissance bactérienne et la diffusion radiale de

l’antibiotique qui crée un gradient de concentrations décroissantes. Après18 à 24 heures

d’incubation à 37°C, la culture délimite des zones stériles circulaires autour des disques, dont la

taille est proportionnelle à la sensibilité du germe (Meyer et al., 1999 ; Chevalier et al., 2003).



DEUXIEME PARTIE :
ETUDE

EXPRIMENTALE
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1. Objectif

Notre expérimentation a pour but d’étudier l’activité antioxydante et antibactérienne des

extraits aqueux (AQ) et méthanolique (MET) de Nigella sativa L.

L’étude phytochimique et l’activité antioxydante ont été réalisées au niveau du Laboratoire

de Biochimie N02, quand à l’activité antibactérienne a été effectuée au niveau de Laboratoire de

Microbiologie, Département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université

Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem.

2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est les graines de Nigella sativa L. une plante

appartient à la famille des Renonculacées et au genre Nigella. Ces graines sont nettoyées pesées puis

séchées (Fig.23).

Figure 23 : Graines de Nigella sativa L.

3. Micro-organisme utilisés dans les antibactériens

L’activité antibactérienne a été évaluée sur quatre (04) souches bactériennes, qui sont

indiquées dans le Tableau 06. Ces bactéries sont des germes de référence pathogènes.

Tableau 06 : Références des souches bactériennes utilisées.

Bactéries Souches Références

Gram positif
Staphylococcus aureus 25923

Enterococcus faecalis 29212

Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa 27853

Klebsiella pneumoniae 700603

Ces souches citées proviennent toutes des prélèvements au niveau du Laboratoire de

Microbiologie et biologie végétale, Université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem.
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4. Matériel et produits de laboratoire

1) Verrerie : Béchers, tubes à essais, pipette pasteur, fioles, erlenmeyers, flacons, entonnoir,

verre de montres et cuve.

2) Autres matériel : Papier filtre stérile, écouvillons, anse à platine, disques en papierstériles (6

mm), bec benzène et plaques de gel de silice.

3) Milieux de culture utilisés : Gélose Müller Hinton et bouillon nutritif.

4) Appareil utilisés : Balance, soxhlet, rotavapor, autoclave, étuve, plaque chauffante, bain

marie, lyophilisateur, spectrophotomètre et plaque à UV.

5) Solvant utilisés : Eau distillée, eau physiologique, méthanol et éthanol.

6) Autres réactifs : Chlorure ferrique (FeCl3), Acide Chlorhydrique (HCl), morceaux du

magnésium (Mg2+), réactif de Stiasny, butanol, acide acétique, quercétine, acide gallique,

catéchine, acide sulfurique, diphényl picryl-hydrayl (DPPH), Diméthylsulfoxyde (DMSO) ,

folin ciocalteu, acide phosphomolybdique, carbonate de sodium (Na2CO3) et Trichlorure

d’aluminium (AlCl3).

5. Préparation des extraits Méthanolique et Aqueux

5.1. Broyage et tamisage

Les graines séchées ont été broyées à l’aide d’un broyeur électrique, puis tamiser pour

récupérer la poudre la plus fine (Fig.24).

Le matériel végétal a été broyé dans un moulin électrique en une poudre très fine, pour

augmenter la surface d’échange entre le solide et le solvant et faciliter l’extraction. Par la suite la

poudre a été conservée dans des récipients en verre fermés hermétiquementet stockée à l’abrie de la

lumière pour utiliser dans notre étude.

Figure 24 : Broyage des graines de Nigella sativa (A : graines de Nigella sativa , B : poudre des

graines).
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5.2. Extraction méthanolique

5.2.1. Extraction méthanolique par Soxhlet

1. Placée 40 g de la poudre sèche dans une cartouche en papier filtre épais pour enfin être placée

dans le réservoir de l’extraction Soxhlet et récipient contenant 500 ml de méthanol, laisser

sous agitation à une température ambiante 150°C.

2. Après plusieurs cycles (6 cycles) successifs d’extraction en continu, le solvant (500ml de

méthanol) contenant la matière à extraire retourne dans le ballon par déversements à travers

le siphon situé dans le coude latéral.

3. L’extrait récupéré est concentré par évaporation à sec à une température de 40 à 45°C à l’aide

d’un Rotavapor.

4. Le résidu récupéré est solubilisé dans la solution de DMSO à raison de 1/10.

5. L’opération est répétée plusieurs fois dans le but d’avoir un volume suffisant pour effectuer les

tests In Vitro prévus.

6. L’extrait obtenu est conservé à 4°C et à l’obscurité (Fig.25).

Figure 25 : Préparation de l’extrait méthanolique par Soxhlet.

(A): Dispositifs d’extraction Soxhlet ; (B): Dispositif d’Évaporateur rotatif.

A B
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5.2.1.1. Rendement d’extrait Méthanolique (Harborne, 1998)

Le rendement de l’extrait brut est définit comme étant le rapport entre la masse de

l’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé via l’équation

suivante :

R %: Rendement en %.

Me: Masse de l’extrait après l’évaporation du solvant.

Mv: Masse de la matière végétale utilisée pour l’extraction.

5.2.2. Extraction méthanolique par macération

Une prise d'essais de 37,5 g de poudre des graines de Nigella sativa a été mise à macérer

dans 500 ml de méthanol absolu et placés sous agitation pendant 24 h. Après filtration, l’extrait à été

évaporé à sec sous pression réduite à 45°C au Rotavapor (Fig.26) (Bougandoura et Bendimerad,

2012).

Figure 26 : Préparation de l’extrait méthanolique par macération.

(A): Filtration ; (B): Extrait méthanolique.

A B

R%= (Me/Mv) x100
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5.3. Extraction aqueuse

Selon la méthode de Bougandoura et Bendimerad (2012) modifiée, 50g de la poudre

végétale (graines de Nigella sativa) a été mise à une extraction par macération avec 500ml d’eau

distillée et placés sous agitation pendant 24H à température ambiante (environ 20°C), l’ensemble est

filtré sur du papier filtre afin de séparer le marc du filtrat.

L’extrait aqueux a été lyophilisé pour le réduire en poudre (Fig.27). La lyophilisation

permet par un processus de sublimation d’extraire l’eau d’un produit préalablement congelé. Le

procédé a lieu sous vide avec une température du produit inférieureà -10°C (Delphine, 2008).

Figure 27 : Préparation de l’extrait aqueux. (A) : Lyophilisateur ; (B) : Résidu sec.

6. Analyse des extraits MET et AQ des graines du Nigella sativa L.

6.1. Analyse qualitative des extraits MET et AQ

6.1.1. Test des composés phénoliques

L'extrait brut (0,1 g) a été dissout dans 3 ml d'éthanol. 5 gouttes de FeCl3 ont été ajoutées

(Fig.28). Le développement de la coloration verdâtre a indiqué la présence des phénols (Rosine et

Momo, 2009).

A B
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Figure 28 : Test des composés phénoliques.

6.1.2. Caractérisation des Flavonoïdes

A 3ml de l’extrait (2mg/ml), on ajoute 5ml d’HCl (acide chlorhydrique), puis quelques

morceaux du magnésium. En présence de flavonoïdes, unecouleur orange est apparue (Ciulel, 1982).

6.1.3. Caractérisation des Tanins

L’ajout de trichlorure du fer (FeCl3)1%, permet de détecter la présence ou non des tanins.

La couleur vire au bleu noir en présence des tanins galliques, et au bleu verdâtre en présence des

tanins catéchiques (tanins condensés) (Dohou et al., 2003).

6.1.3.1. Différentiation des tanins

Pour identifier le type des tanins (tanins condensés et tanins hydrolysables), on procède la

méthode suivante :

Précipitation par le réactif de Stiasny

A 15 ml de l’extrait, on ajoute 8ml de réactif de Stiasny (formaldéhyde à 30%; 2 volumes +

HCl concentré; 1 volume), on chauffe le mélange au bain-marie à ébullition pendant 30min. On note

la présence de précipités, donc la présence des tanins condensés. On filtre, puis au filtrat on ajoute

l’acétate de sodium jusqu’à saturation. Ensuite on met quelques gouttes de FeCl3 à 2% (Fig.29). On

obtient une coloration bleu-noire, ce qui signifie la présence des tanins hydrolysables (Mamadou,

2002).

Extrait brut
+

3 ml d'éthanol

5 gouttes de FeCl3
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Figure 29 : Test de différenciation des tanins (Tanins condensés et tanins Hydrolysables).

6.1.4.  Chromatographie sur couche mince

Pour une caractérisation de l’extrait (MET et AQ) du Nigella sativa L., on utilise la

chromatographie sur couche mince, cette technique de séparation basée sur l’utilisation d’une phase

mobile (solvant) le long d’une phase stationnaire (Gel de silice), dont la séparation dépend des

phénomènes d’adsorption et de partage. L’analyse des extraits du Nigella sativa L. a été réalisée sur

des plaques de gel de silice avec indicateur de fluorescent (20x20cm, 60 F254), selon la méthode de

Diallo et al. (2004) avec quelques modifications. Chaque extrait est dissous dans son solvant

d’origine.

L’analyse de l’extrait polaires MET et AQ est effectuée par un système de séparation BAW

(Butanol/Acide acétique/Eau) avec des proportions (60/15/35). 5 μl d’extrait (10mg/ml) et des

standards quercétine, acide gallique et vanilline (2mg/ml) sont déposés et la plaque est ensuite

introduite dans la chambre de migration préalablement saturée par la vapeur de la phase mobile

(Fig.30). Après migration, les plaques sont séchées, puis visualisées par les systèmesde révélation :

 Révélation physique sous UV à 254nm ;

 Révélation chimique par une solution de l’acide sulfurique50ml/eau 50ml.

Bain Marie

Acétate de Sodium

FeCl3 10%

Filtration des Précipités

Tanins condensés Tanins hydrolysables
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Figure 30 : Chromatographie sur couche mince.

(A): Dépôt des échantillons ; (B): Disposition de chromatographie sur couche mince.

Révélation par une solution de DPPH

Les rapports frontaux (RF) des spots issus de la séparation sont calculés (le rapport frontal

est le rapport entre la distance parcourue par la tâche et celle du solvant) (Fig.31 et 32).

Figure 31 : Méthode de calcul le rapport frontal.

Figure 32 : Révélation par solution de DPPH.

A B
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6.2. Analyse quantitative des extraits MET et AQ

6.2.1. Dosages des composés phénoliques

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits des graines est effectué selon la méthode

de Folin ciocalteu (Wong et al., 2006).

Principe

Le réactif de Folin Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40), il réduit lors de l’oxydation desphénols

en un mélange d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène (Boizot et Charpentier, 2006).

Brièvement, 200μl de l’extrait (4mg/ml) est ajouté à 1ml du réactif de Folin Ciocalteu (dilué 10 fois

par l’eau distillée). Après 4 min, 800μl de Na2CO3 (75g/l) sont ajoutés, après agitation, l’ensemble

est incubés à l’ombre pendant 2 heures. L’absorbance est lue à 765mm par un spectrophotomètre.

La concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de régression

de la gamme d’étalonnage établie avec l’acide gallique (0-200 μg /ml) (Fig.33).

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par un

milligrammede l’extrait (μg Eq AG/mg d’extrait).

Figure 33 : Différentes concentrations d’acide gallique.
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6.2.2. Dosage des Flavonoïdes

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

deux extraits (MET et AQ) (Bahorun et al, 1996).

Principe

Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est

susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium.

Les flavonoïdes forment des complexes jaunâtres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci

traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir à deux atomes d'oxygène de la

molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau- Gayon et al., 1972). 1ml

l’échantillon et du standard (préparé dans le méthanol pour l'extrait MET et dans le l'eau distille pour

l'extrait AQ) est ajouté à 1mlde la solution d’AlCl3 (2% dans le méthanol). Après 10 min, les

concentrations des flavonoïdes sont déduites à partir de la gamme d’étalonnage établie avec la

quercétine (0-35 μg/ml) et sont exprimées en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (μg EQ/mg d’extrait) (Fig.34).

Figure 34 : Différentes concentrations quercétine.
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7. Activités biologiques

7.1. Activité antioxydant

7.1.1. Effet Scavenger du radical DPPH

De point de vue méthodologique, le test du radical libre DPPH est recommandé pour des

composés contenant SH, NH et OH groupes (Salah et al., 1995). Il s’effectue à température

ambiante, ceci permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules

thermolabiles. Le test est largement utilisé au niveau de l’évolution des extraits hydrophiles très

riches en composés phénoliques (Yi-Zhong et al., 2006 ; Hatzidimitriou et al.,2007).

L’activité antiradicalaire des différents extraits à tester a été déterminée selon la méthode de

Sanchez-Moreno (2002) qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable qui

absorbe dans le visible à la longueur d’onde λ de 517 nm. La technique consiste à mettre le radical

libre DPPH (de couleur violette), en présence de l’antioxydant (extraits polyphénoliques) va être

réduit et vire vers le jaune (Fig.35 et 36). Ce changement se traduit par une diminution de

l’absorbance. La réaction de DPPH est représentée dans la figure suivante :

Figure 35 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

La solution du DPPH est préparée à l’avance par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans

100ml de méthanol absolu. 25μl de l’extrait à différentes concentrations sont ajoutés à 975μl de

DPPH. Des solutions d’antioxydants de référence (acide ascorbique-BHT) sont également préparées

dans les mêmes conditions pour servir de témoin positif. Le témoin négatifest constitué uniquement

de DPPH et du méthanol. Le mélange est laissé à l’obscurité pendant 30 min jusqu’à décoloration.

Le dosage est réalisé par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 517 nm. Le pourcentage de

l’activité  antiradicalaire est estimé selon l’équation ci- dessous :

% l’activité Antiradicalaire = [(A1-A2)/A1] x100

A1 : Absorbance du témoin négatif sans extrait ;

A2 : Absorbance en présence de l’extrait.
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Figure 36 : Test de l’activité antiradicalaire de l’extrais des graines de Nigella sativa L.

(A): Solution de DPPH ; (B): Extrait + Solution de DPPH).

Détermination de la CI50

Les concentrations en extraits, en acide ascorbique et en quercétine, en fonction des

pourcentages du DPPH inhibé, ont été tracées à la fin de la réaction afin d'obtenir la concentration

inhibitrice médiane (CI50). Ce paramètre est défini comme la concentration d'antioxydant requise

pour diminuer la concentration du DPPH initiale de 50 % (Sharififar et al., 2007).

7.2. Activité antimicrobienne

L’évaluation de l’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion de

disque où les disques sont imbibés de 10μl de chaque extrait (Sokmen et al., 2004).

7.2.1. Préparation et choix de milieux de culture

7.2.1.1. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié à cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé comme suit:

Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec agitation

jusqu'à dissolution complète, puis autoclaver pendant 15 minutes à 121°C et finalement couler le

milieu dans les boites de Pétri.

A B
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7.2.1.2. Stérilisation du matériel

L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes à essai utilisés dans la préparation des

solutions bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diamètre) enrobés dans du papier

aluminium ont été stérilisés à l’autoclave à 121°C pendant 15 minutes.

7.2.1.3. Préparation des dilutions d’extraits de Nigella sativa L.

Les extraits de Nigella sativa L. (préparé dans DMSO pour l'extrait MET et l'extrait AQ)

Pour préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives au demi, sachant que la

concentration de la solution mère de chaque extrait est de 10 mg/ml (Tab.07 et Fig.37).

Tableau 07 : Différentes concentrations utilisées pour préparation des dilutions.

Concentrations
Extraits MET et l'extrait AQ

(mg /ml de DMSO)

1 100

2 50

3 25

4 12,5

5 6 ,25

Figure 37 : Différentes dilutions de l’extrait de Nigella sativa L.

(A) : Dilutions de l’extrait AQ ; (B): Dilutions de l’extrait METI ;

(C): Dilutions de l’extrait METII.

A B C
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7.2.1.4. Préparation de l’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées à 37°C

pendant 24h, pour optimiser leur croissance. On racle à l’aide d’une anse de platine quelques

colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes à tester. Décharger l’anse

dans 10 ml l’eau physiologique stérile, La suspension bactérienne est bien homogénéisée, son opacité

doit être équivalente à 0.5 Mc Farlandou à une DO de 0.8 à 0.1 à 600 nm. L’inoculum peut être

ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de l’eau physiologique stérile s’il est

trop fort (Tab.08).

Tableau 08 : Souches bactériennes testées.

Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis

Klebsiella pneumoniae Staphylococcus aureus,
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7.2.3. Etude de l’activité d’un principe actif sur une souche bactérienne

La méthode des disques consiste à poser sur la surface d'un milieu gélosé ensemencé de

micro-organismes, des disques de papier filtre desséchés et imprégnés des substances à tester. Les

disques sont déposés à égale distance l'un de l'autre. Les substances contenues dans les disques

diffusent dans le milieu et peuvent influencer la croissance des micro-organismes. Au bout de 24

heures d'incubation selon Rotsart et Courtejoie (1984) ou de 36 heures d’après Bourret (1978), un

cercle d'activité (zone d'inhibition) de chaque disque est observé dans le milieu qui entoure ce

disque.

Suivant l'efficacité de la substance sur le germe en question, une surface plus ou moins

étendue peut être vue, où les colonies microbiennes ont disparu. Il peut être choisi avec quasi-

certitude le traitement le plus efficace (Rotsart et Courtejoie, 1984).

7.2.3.1. Préparation des disques

Les disques ont été préparés à partir d’un papier Wattman (6mm de diamètre) par

l’emporte-pièce. Ces disques ont été stérilisés à l’autoclave à 121°C pendant 15 minutes.

7.2.3.2. Ensemencement et dépôt des disques

15 ml de la gélose MH est coulé dans des boîtes de Pétri. Après le refroidissement et

solidification du milieu de culture sur la paillasse, on a trempé un écouvillon dans la suspension et

on a étalé la surface entière de la gélose Mueller Hinton à trois reprises, en tournant la boite à

environ 60°après chaque application dont le but d’avoir une distribution égale de l’inoculum, puis

on laisse sur la paillasse pendant 30 minutes (Fig.38).

Figure 38 : Ensemencement des bactéries.
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Dans des conditions aseptiques et à l’aide d’une pince stérile, les disques imprégnés

d’extraits des graines de Nigella sativa (5 disques/boite) et les disques témoins (1disques/boite),

sont déposés délicatement sur la surface de la gélose inoculée à l’aide d’une pince stérile.

Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 à 24 heures à 37°C (Fig.39).

Figure 39 : Dépôt des disques.

7.2.3.3. Expression des résultats

L’activité antibactérienne est appréciée par la mesure à l’aide d’un pied à coulisse des

diamètres des zones d’inhibition (mm) formées autour des disques. La sensibilité des bactéries cibles

envers les différents composés est classée selon les diamètres des halos d’inhibition. Chaque essai

est répété trois fois.

Selon Konan et al (2014), les diamètres des zones d’inhibitions de l’activité

antibactérienne sont rangés en 4 classes à savoir :

1) Non sensible (-) ou résistante : diamètre <8 mm ;

2)Sensible (+) : diamètre compris entre 8 à 14 mm ;

3)Très sensible (++) : diamètre compris entre 15 à 20 mm ;

4)Extrêmement sensible (+++) : diamètre >20 mm.
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1. Détermination du rendement d’extrait Aqueux et Méthanoliques des graines de Nigella

sativa L.

Figure 40 : Rendement des extraits aqueux et méthanoliques des graines de Nigella sativa L.

Le rendement d’extraction est exprimé en pourcentage de masse des graines analysées, le

rendement le plus élevé a été observé dans l’extrait méthanolique par Soxhlet, par rapport à

l’extrait méthanolique par macération et aqueux qui sont moins élevés.

D’après la Figure 40, on a enregistré que le rendement de l’extraits méthanolique par

macération des graines de Nigelle est voisin à 52.45%, ils contiennent des quantités importantes en

métabolites secondaires de type phénoliques, Mahi (2016) a rapporté des teneurs de 23.25%.

Quant à le rendement de l’extrait méthanolique par Soxhlet est égale à 53.6%. Nos résultats se

rapprochent avec ceux trouvés par Aliouat et Boulkelia (2014) qui ont rapporté des teneurs de

66.76%. Pour le rendement de l’extrait aqueux des graines de Nigella sativa on a enregistré un taux

de 34.18%. Les mêmes résultats on été rapportés par Elalaoui (2014) avec une teneur de 31%.

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les

conditions dans lesquelles l’extraction est effectuée (à chaud ou à froid), affectent tous le contenu

total en métabolites secondaires, et par conséquent affecte les activités biologiques médiées par ces

métabolites (Lee et al., 2003). En plus de ces aspects quantitatives, quelque soit la méthode

d’extraction appliquée elle doit tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bio-activité de

ces principes actifs. Dans la présente étude, la méthode de macération sous agitation permet d’accélérer

le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec l’extrait tout en

préservant la bio-activité de ses constituants. De même, le déroulement de cette extraction à

température ambiante ainsi que l’épuisement du solvant à pression réduite permet d’obtenir le

maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux

températures élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction (Meziti, 2009).
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2. Analyse des extraits aqueux et méthanoliques des graines de Nigella sativa L.

2.1. Analyses qualitatives de l’extrait AQ et MET

2.1.1. Tests préliminaires

Les tests phytochimiques, réalisés sur les différents modes d'extractions, préparés dans

différents solvants des trois extraits aqueux et méthanoliques des graines de Nigella sativa, ont

permis de détecter les différentes familles des métabolites secondaires présents dans l’espèce

étudiée. Dans ce travail cinq (05) composés secondaires ont été analysés et qui sont résumés dans

les tableaux suivants :

Tableau 09: Résultats des tests préliminaires de quelques métabolites secondaires de l’extrait

METII de Nigella sativa L.

Métabolite testé Réactif Résultat

Composés phénoliques Ethanol, FeCl3 +++

Flavonoïdes HCl, Mg +++

Tanins FeCl3 +++

Tanins condensés
Stiasny
FeCl3

+++
+++

Tanins hydrolysables
Acétate de sodium,

FeCl3
+++

+++ : Fortement positif ; + : Faiblement positif.

D’après les résultats dans le tableau 09, nous avons observé un changement de couleur

pour l’extrait méthanolique par macération (METII) des graines de Nigella sativa, ce qui indique la

présence et la richesse de cet extrait en : polyphénols, flavonoïdes et en tanins condensés et

hydrolysables.
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Tableau 10: Colorations obtenues par le criblage sur l’extrait METII.

Composé recherché Couleur Nigella sativa L

Composés phénoliques Bleu verdâtre

Flavonoïdes Rouge brique

Tanins Bleu noire

Tanins condensés Précipité noir

Tanins hydrolysables Bleu noire
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Tableau 11: Résultats des tests préliminaires de quelques métabolites secondaires de l’extrait

METI de Nigella sativa L.

+++ : Fortement positif ; + : Faiblement positif.

D’après les résultats dans le tableau 11, nous n’avons observé un fort changement de

couleur pour les composés phénoliques dans l’extrait méthanolique par Soxhlet (METI) des graines

de Nigella sativa, et un faible changement de couleur pour les flavonoïdes et les tanins.

Métabolite testé Réactif Résultat

Composés phénoliques Ethanol, FeCl3 +++

Flavonoïdes HCl, Mg +

Tanins FeCl3 +

Tanins condensés Stiasny

FeCl3

+

+

Tanins hydrolysables Acétate de sodium,

FeCl3

+
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Tableau 12: Colorations obtenues par le criblage sur l’extrait METI.

Compose recherche Couleur Nigella sativa L.

Composés phénoliques Verdâtre

Flavonoïdes Jaune

Tanins Jaune foncé

Tanins condensés Précipité noir

Tanins hydrolysables Rouge brique
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Tableau 13: Résultats des tests préliminaires de quelques métabolites secondaires de l’extrait AQ

de Nigella sativa L.

+++ : Fortement positif ; + : Faiblement positif.

D’après les résultats dans le tableau 13, nous avons observé un changement de couleur

pour l’extrait aqueux (AQ) des graines de Nigella sativa, ce qui indique la présence et la richesse

de cet extrait en : polyphénols, flavonoïdes et en tanins condensés et hydrolysables.

Métabolite testé Réactif Résultat

Composés phénoliques Ethanol, FeCl3 +++

Flavonoïdes HCl, Mg ++

Tanins FeCl3 +++

Tanins condensés
Stiasny

FeCl3

++

+++

Tanins hydrolysables
Acétate de sodium,

FeCl3

++
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Tableau 14: Colorations obtenues par le criblage sur l’extrait AQ.

Compose recherche Couleur Nigella sativa L

Composés phénoliques Verdâtre

Flavonoïdes Orange

Tanins Bleu noire

Tanins condensés Précipité blanc

Tanins hydrolysables Marron
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On comparant les résultats des tests phytochimiques effectués sur les trois extraits des

graines de Nigella sativa, on constate qu’il existe une différence basée sur la présence ou l’absence

de la couleur identifiant le composé en question. D’après les résultats de Randerath (1971) en

remarque que la présence des flavonoïdes est faible par rapport de nos résultat, dans la deuxième

étude réalisé par Rizk (1982), on peut découvrir une incohérence dans le résultats des tanins par

rapport à nos résultat.

Pour l’extrait méthanolique (METII), le test a révélé une forte réaction vis-à-vis des

polyphénols, flavonoïdes et des tanins condensés et hydrolysables par contre l’extrait méthanolique

(METI) a réagi moyennement avec les réactifs vis-à-vis ces métabolites sauf pour les composés

phénoliques. En ce qui concerne l’extrait aqueux (AQ), les réactions chimiques effectuées avec les

réactifs, ont révélé une forte présence des  polyphénols et des tanins et une moyenne présence des

flavonoïdes, ce qui s’oppose aux résultats de Kaddouret Benmbarek (2018), qui ont révélé une

faible présence des tanins  et des flavonoïdes dans des extraits des graines de Nigella sativa.

Le test phytochimique qui a été réalisés sur les trois extraits des graines de l’espèce

étudiée, montre qu’elles ne sont pas identiques cependant de point de vue qualitatif, l’extrait

aqueux (AQ) et méthanolique (METII) des graines de Nigella sativa sont plus riches en

métabolites secondaires que l’extrait méthanolique (METI), ce qu’est exprimer par l’intensité de la

différence de la coloration (le plus foncé c’est le plus riche), cela est dû aux conditions dans

lesquelles l’extraction est effectuée (à chaud ou à froid), affectent tous le contenu total en

métabolites secondaires.

2.1.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Par ses faibles contraintes techniques, son emploi simple et son coût modeste, la CCM est

un outil de choix pour l’analyse phytochimique de routine d’extraits bruts, de fractions, ainsi que

de produits purs isolés.

Pour avoir une empreinte polyphénoliques de nos trois extraits des graines de Nigella

sativa, une chromatographie analytique sur couche mince a été réalisée en utilisant un système

solvant moyennement polaire (BAW) Butanol/Acide acétique/Eau (60/15/35) (v/v/v), sous lumière

UV à 366nm, et après une révélation chimique par l’acide sulfurique et le DPPH, les différentes

taches de produits qui se présentent sur les chromatogrammes ont été délimitées. Les standards

utilisés sont des composés phénoliques : la quercétine, l’acide gallique et la vanilline (Fig.41).
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Figure 41 : Chromatographie sur couches minces des extraits  de graines des Nigella sativa L.
(A): Révélation par l’acide sulfurique ; (B) : Révélation sous UV à 366nm ;

(C) : Révélation par DPPH sous UV à 366nm.

Tableau 15 : Rapports frontaux des spots issus de la séparation des deux extraits aqueux (AQ) et
méthanolique (METI et METII) des graines de Nigella sativa ainsi que ceux des
témoins utilisés.

Standard Révélation par
l’acide sulfurique

Révélation sous
UV à 366nm.

Révélation par
DPPH sous UV à

366

METII

Rf

0.918
0.978

0.848
0.36
0.67
0.76

METI 0.994 0.924 /

AQ 0.983 0.945

0.43
0.72
0.82
0.87

Acide gallique
0.98
0.84

0.98
0.84

0.98
0.84

Quercétine
0.97
0.92

0.97
0.92

0.97
0.92

Vanilline / 0.82 0.918

Suite à l’observation sous la lampe UV (366 nm), la comparaison des Rfs des spots issus

de la séparation des extraits avec ceux des témoins utilisés permet d’avoir une idée sur les

composés présents dans les graines de Nigella sativa. La quercétine et l’acide gallique (Rf : 0.97 et

0.95) sont probablement présents dans l’extraits METI, METII et AQ. (Rf : 0.91) est probablement

présent dans METII et AQ. Les couleurs des spots et leurs Rf, nous ont permis de révéler la

présence des flavonoïdes de types flavonols (quercétine) et les composés phénoliques ont été

identifiés, dont  l’acide vanillique et l’acide gallique.

A CB
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D’après la bibliographie, très peu de travaux se sont intéressées aux composés

phénoliques des graines de Nigella sativa. Merfort et al (1997) ont pu identifier trois flavonoïdes

glycosylés dans les graines de la nigelle; quercétine 3-glycosyl (1→2) galactosyl (1→2) glucoside,

kæmpférol 3-glycosyl (1→2) galactosyl (1→2) glucoside et quercétine 3- (6-feruloglycosyl)

(1→2) galactosyl (1→2) glucoside.

Par ailleurs, l’étude analytique par HPLC menée par Mariod et al (2009) sur l’extrait

méthanolique et l’extrait aqueux des graines de Nigella sativa a permis d’identifier trois composés

polyphénoliques ; l’acide hydroxybenzoique , l’acide syringique et l’acide p-coumarique. Enfin,

Bourgou et al (2008) ont analysé la composition phénolique des racines et des tiges de Nigella

sativa par HPLC, quarante composés phénoliques ont été identifiés, dont les plus abondants sont

l’acide vanillique, l’acide gallique, l’acide trans-cinnamique, la catéchine, la quercétine et

l’apigénine.

2.2. Analyses quantitatives de l’extrait AQ et MET

2.2.1. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux  a été effectué par la méthode colorimétrique de Folin-

Ciocalteu. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 16 et déterminés à partir des

courbes d’étalonnages linéaires de l’acide gallique pour les polyphénols et la catéchine pour les

flavonoïdes (Annexe.03).

La concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de

régression de la gamme d’étalonnage établie avec l’acide gallique (0-200 μg /ml). Les résultats sont

exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par un milligramme de l’extrait (μg Eq

AG/mg d’extrait).

La teneur des polyphénols totaux dans les extraits des graines du Nigella sativa montre

que l’extrait AQ contient une teneur élevée avec 2.35 μg Eq AG/mg d’extrait suivi par l’extrait

METI avec 0.82 μg Eq AG/mg d’extrait et enfin une teneur minimale est enregistrée par l’extrait

METII avec 0.058 μg Eq AG/mg d’extrait (Tab.16).

Tableaux 16 : Teneur en polyphénols totaux dans les extrais des graines de Nigella sativa L.

Extrait
Teneur des polyphénols

(μg Eq AG/mg d’extrait)

METII 0.058 ± 0.0047

AQ 2.35 ± 0.042

METI 0.82 ± 0.00083
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Les valeurs des phénols totaux dans les extraits METI et AQ sont plus faibles que les

teneurs trouvées par Talbi et al. (2014) (163.33µg/mg) et (163,32µg/mg) dans l’extrait aqueux de

la nigelle. De même la valeur du dosage des polyphénols de l’extrait METII est équivalente que

celle trouvée par Djammel  et Bouzidi (2017) (1.11μg /mg).

Si la méthode de Folin-Ciocalteu est simple à mettre en œuvre et très sensible, elle n’est

cependant pas spécifique des polyphénols car certains acides aminés tels que la tyrosine et

tryptophane des protéines peuvent interférer dans ce dosage. Cependant cette interférence peut être

négligée car ces acides aminés aromatiques sont en proportions trop faibles par rapport aux

composés phénoliques non protéiques dans les extraits (Boizot et Charpentier, 2006).

2.2.2. Dosage des Flavonoïdes

Afin de caractériser les extraits préparés à partir des gaines de Nigella sativa L., le dosage

des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium de Bahorun et al.

(1996), en utilisant comme standard l’acide gallique. Les résultats sont représentés dans le

tableau.17 et les gammes d’étalonnages dans l’Annexe 04.

Les concentrations des flavonoïdes sont déduites à partir de la gamme d’étalonnage établie

avec la quercétine (0-35 μg/ml) et sont exprimées en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (μg EQ/mg d’extrait).

La teneur des flavonoïdes dans les extraits des graines du Nigella sativa montre que

l’extrait METII contient une teneur élevée avec 1.29 μg EQ/mg d’extrait suivi par l’extrait METI

avec 0.322 μg EQ/mg d’extrait et enfin une teneur minimale est enregistrée par l’extrait AQ avec

0.211 μg EQ/mg d’extrait (Tab.17).

Tableaux 17 : Teneur en polyphénols totaux dans les extrais des graines de Nigella sativa L.

Extrait
Teneur des Flavonoïdes

(μg EQ/mg d’extrait)

METII 1.29 ± 0.0058

AQ 0.211 ± 0.00095

METI 0.322 ± 0.0061

Les valeurs des flavonoïdes  totaux dans les extrais de Nigella sativa sont plus faibles

que les teneurs trouvées par Talbi et al. (2014) (266±43,4 µg/mg) et  (169,26±5,78 µg/mg) et par

Boudief (2016) (3.28 ±0.16 µg/mg). A partir de ces données, on peut déduire que les flavonoïdes

représentent la fraction majoritaire par rapport aux phénols totaux dans les deux extraits

méthanolique. La raison principale pour la quelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside
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dans le fait que les flavonoïdes constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus

de 5000 composés déjà décrits (Gomez-Caravaca et al ., 2006).

3. Activités biologiques des extraits

3.1. Activités antioxydantes

3.1.1. Effet Scavenger du radical DPPH

L’effet des antioxydants sur ce radical se traduit par leurs capacités à lui donner un radical

hydrogène. Cette capacité de réduction est déterminée par la diminution des absorbances à 517nm,

qui est induite par l’antioxydant. Ceci est visualisé par le changement de couleur jaune (Fig.42).

Figure 42 : Activité antiradicalaire des extraits des graines de Nigella sativa L.

(A): Extrait METI ; (B) : Extrait METII ; (C) : Extrait AQ.

Les profiles d’activité antiradicalaire obtenus révèlent que les extraits de Nigella sativa

possèdent une activité antiradicalaire dose dépendante, les IC50 de chacun des différents extraits ont

été déterminées (Tab.18). Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire, un autre paramètre est

introduit :

- Calcul de l’EC50 qui prend en considération la concentration de DPPH dans le milieu

réactionnel [concentration effective à 50%, EC50 = (IC50/mg de DPPH/ml)]

L'IC50 est inversement proportionnel à la capacité antioxydante d’un composé. Parce qu’il

exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration de radical libre de

50%. Plus la valeur d'IC50 est petite, plus l'activité antioxydant d'un composé est grande. Donc

notre résultat montre que l’extrait METII a une grande activité antioxydant par rapport à l’extraits

METI et AQ.

A B C
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Tableau 18 : Activité antiradicalaire des extraits des graines de Nigella sativa L.

Extrait IC50 (mg/ml) APR

METII 14.71 84.18

METI 80.75 60.98

AQ 33.82 68.98

À des fins comparatives trois extraits (METI, METII et AQ). Ils ont montré une activité

antiradicalaire puissante avec des IC50 de l’ordre de 14.71 μg/mg, 80.75 μg/mg et 33.82μg/mg et

des APR de l’ordre de 84.18, 60.98 et 68.98 pour le MEII, MEI et AQ, respectivement.

Parmi les trois extraits de Nigella sativa, l’extrait METII représente l’extrait le plus actif

avec une IC50 de l’ordre 14.71μg/ml et APR de 84.18 suivi par l’extrait AQ ayant une IC50 de

l’ordre de 33.82μg/ml et un APR 68.98 et l’extrait METI avec une faible activité antioxydant ayant

une IC50 de l’ordre 80.75 μg/ml et APR de 60.98.

D’après Zaher et al (2008) ont rapporté que l’extrait aqueux des graines de Nigella sativa

possède une activité antioxydante très importante avec une CI50 = 3 μg/ml. D’autre part Meziti

(2018), l’extrait méthanolique représente l’extrait le plus actif avec une IC50 de l’ordre 237.79

μg/ml et APR de 0.096 suivi par l’extrait aqueux ayant une IC50 de l’ordre de 447.76 μg/ml et un

APR 0.051. Donc l’extrait méthanolique a une grande activité antioxydante par rapport à l’extrait

aqueux. Se qui s’oppose à nos résultats ou nous avons trouvé que l’extrait METII est plus actif que

l’extrait AQ dans nos résultats.

L’activité antiradicalaire d’autres composés de l’huile des graines de la nigelle a été

investiguée par Ramadan et son équipe (2003). Cette étude a été menée sur l’huile fixe et ses

fractions, en utilisant deux radicaux libres stables; le DPPH et le radical glavinoxyl. L’activité

antiradicalaire manifestée par l’huile brute a été interprétée par une action combinée des différents

antioxydants endogènes contenus dans l’huile et elle est corrélée avec la teneur en acides gras

polyinsaturés, en composés insaponifiables et en phospholipides, de même que la valeur peroxyde

initiale de l’huile brute.
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3.2. Activité antibactérienne des extrais Méthanoliques (METI et METII) et Aqueux (AQ)

Nous avons testé l’effet des extraits méthanoliques et aqueux des graines de Nigella sativa

par la méthode standard de disque. D’une manière générale, ces deux souches microbiennes

(Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa) ont présenté une sensibilité vis-à-vis de trois

extraits. En effet, la présence de zones d’inhibitions sont révélées sur les boites de pétri contenant

des disques imprégnés des trois extraits, alors que les deux souches microbiennes (Enterococcus

faecalis et Klebsiella pneumoniae) ont présenté une résistance vis-à-vis les trois extraits.

Touts les extraits ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes

testées ce qui confirme que la nigelle est douée de propriétés antibactériennes. La souche de

Pseudomonas aeruginosa se révèle la très sensible pour les trois extraits. Les deux souches

microbiennes (Enterococcus faecalis et Klebsiella pneumoniae) sont très résistantes pour les trois

extraits des graines de Nigella sativa.

En fonction de l’existence ou non des zones d’inhibitions, deux réponses sont possibles :

Souche sensible : Apparition de la zone d’inhibition ;

Souche résistante : Absence de zone d’inhibition (résultats négatif).

L’activité antimicrobienne effectuée sur les 04 espèces Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis, klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa ont mis en valeurs des

zones d’inhibition importantes autour des disques imprégnés de principes actifs. Nous avons

déterminé un effet antimicrobien de l’extrait METI des graines de Nigella sativa sur la souche

bactérienne testée (Pseudomonas aeruginosa). La sensibilité de cette dernière est estimée par

mensuration des diamètres des zones d’inhibition dans les quatre sens perpendiculaires auteur des

disques. Les zones d’inhibition, variant entre 12 et 15 mm, indiquent que cette souche est sensible

à l’extrait METI de Nigella sativa (Tab.19).

Tableau 19: Diamètres des zones d’inhibition de la croissance microbienne (en mm) obtenus par

différentes concentrations dans l’extrait METI.

Concentration
(mg/ml )

Pseudomonas
aeruginosa

Staphylococcus
aureus

Enterococcus
faecalis

Klebsiella
pneumoniae

100 12mm / / /

50 13mm / / /

25 12mm / / /

12.5 15mm / / /

6.25 13mm / / /
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Figure 43 : Observation de zones d'inhibition (en mm) de l’extrait METI

sur Pseudomonas aeruginosa.

Tableau 20: Diamètres des zones d’inhibition de la croissance microbienne (en mm) obtenus par

différentes concentrations dans l’extrait METII.

Concentration

(mg/ml )

Pseudomonas

aeruginosa

Staphylococcus

aureus

Enterococcus

faecalis

Klebsiella

pneumoniae

100 10mm / / /

50 10mm / / /

25 13mm / / /

12.5 17mm / / /

6.25 13mm / / /

1.3

1.5
1.2

1.2

1.3
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Figure 44 : Observation de zones d'inhibition (en mm) de l’extrait METII

sur Pseudomonas aeruginosa.

Selon ces résultats, nous constatons que les deux extraits méthanoliques ont un effet

inhibiteur efficace contre l’espèce bactérienne Pseudomonas aeruginosa, avec des diamètres

variables qui varie entre 10 et 17mm enregistré par l’extrait METII, et par contre nous n’avons vu

aucune activité antimicrobienne contre les trois autres souches bactériennes (Staphylococcus

aureus, Enterococcus faecalis et Klebsiella pneumoniae) pour les deux extraits méthanoliques. En

effet selon (Molinier, 2007), le diamètre critique d’inhibition est compris entre 6 et 18 mm, les

bactéries sont dites de sensibilités intermédiaires.

Tableau 21: Diamètres des zones d’inhibition de la croissance microbienne (en mm) obtenus par

différentes concentrations dans l’extrait aqueux.

Concentration

(mg/ml)

Pseudomonas

aeruginosa

Staphylococcus

aureus

Enterococcus

faecalis

Klebsiella

pneumoniae

100 13mm 10mm / /

50 9mm 9mm / /

25 10mm 9mm / /

12.5 12mm 9mm / /

6.25 12mm 8mm / /

1

1

1.7

1.3

1.3
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Figure 45 : Observation des zones d'inhibition (en mm) de l’extrait aqueux

sur Pseudomonas aeruginosa.

Selon les résultats obtenus, nous constatons que l’extrait aqueux a un effet inhibiteur

efficace contre deux espèces bactériennes Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus,

avec des diamètres variables (9-13 mm), et par contre nous n’avons vu aucun effet inhibiteur

contre les deux  autres souches bactériennes (Enterococcus faecalis et Klebsiella pneumoniae).

Figure 46 : Observation des  zones d'inhibition (en mm) de l’extrait aqueux

sur Staphylococcus aureus.

Les extraits méthanoliques ont exprimé d’une part, une résistance des trois souches

bactériennes Klebsiella pneumoniae , Enterococcus faecalis et  Staphylococcus aureus et d’autre

part, une sensibilité de la bactérie Pseudomonas aeruginosa. Cependant, l’extrait aqueux présente

une résistance des deux bactéries Klebsiella pneumoniae et Enterococcus faecalis et une

sensibilité des deux autres souches Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. D’après

le résultat de Benzine (2014), qui  montre d’une part, la résistance des  souches : K. pneumonia et

P. aeruginosa, à huile végétale utilisée et d’autre part aucune interaction n’a été détectée sur les

souches à des grams positifs.

0.9

0.9 0.9

1 0.8 0.9
+9

1.2

1.31

1.2
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D’après les résultats des tests antibactériens, on constate l’efficacité des trois extraits des

graines de Nigella sativa vis-à-vis des deux souches bactériennes (Staphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa) qui représentent une certaine sensibilité, il ressort que la variation de

l’activité antibactérienne des extraits explique les variations de leurs compositions chimiques. Tous

les extraits ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes testées ce qui

confirme que Nigella sativa L. est douée de propriétés antibactériennes.

D’après nos résultats, les souches Enterococcus faecalis et klebsiella pneumoniae sont

plus résistantes que les deux autres souches sensibles (Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa). La résistance de la souche peut être attribuée à la capacité de l’agent antibactérien de

diffuser uniformément dans l'agar (Hayouni et al., 2007). Il peut aussi lier à la méthode de

diffusion en milieu gélosés (Fazeli et al., 2007).

Ce résultat correspond bien aux travaux d’Ali et Blunden (2002), Une étude par la

méthode de diffusion sur disque a mis en évidence la forte activité inhibitrice de l’huile essentielle

diluée de Nigella sativa contre plusieurs bactéries dont Staphylococcus aureus, Escherichia coli et

Salmonella.

D’après Khan et al. (2003), Les différents extraits des graines de Nigella sativa

présentent un large spectre d’inhibition vis-à-vis de nombreuses souches bactériennes à gram

positif (Staphylococcus aureus) et à gram négatif (Pseudomonas aeruginosa).

Les principales composantes de ces extraits végétaux sont le reflet de leur activité

antibactérienne. Ainsi, les fonctions synergiques des différentes molécules contenues dans les

extraits par rapport à l'action d'un ou deux composants principaux de l'extrait semblent discutables.

Toutefois, il est possible que l'activité des composants majeurs soit modulée par d'autres

molécules mineures. En fait, les effets synergiques des divers constituants majeurs et mineurs

présents dans les extraits végétaux bruts doivent être pris en considération pour rendre compte de

leur activité biologique. Selon des études concernant les mécanismes d’action antimicrobienne de

ces molécules, il semblerait que suite à une désintégration de la membrane cellulaire bactérienne

provoquée par ces substances, la fuite des métabolites intracellulaires provoque la mort de la

cellule (Cristani et al., 2007).
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Les graines de Nigella sativa L., ou la nigelle cultivée (Sinouj ou Habba sawda) est une

plante herbacée, aromatique et médicinale connue pour leurs propriétés biologiques intéressantes,

utilisée dans divers domaines en médecine, pharmacie, cosmétologie et en agriculture.

Nigella sativa est l’une des sources de plantes médicinales qui occupent une place

particulière dans le monde de la médecine traditionnelle à cause de ses utilisations thérapeutiques

très vastes par les populations dans les pays Arabe, plus particulièrement en Algérie, contre de

nombreuses pathologies telles que l’hypertension, le diabète, la fièvre, la migraine, l’inflammation,

les problèmes gastro-intestinales, etc.

L’étude des activités biologiques In Vitro des deux extraits méthanoliques et aqueux des

graines de Nigella sativa, nous a permis d’extraire des résultats curieux.

L’analyse qualitatif, effectuée par les tests préliminaires, a mis en évidence la présence des

composés phénoliques, des flavonoïdes et des tanins dans ces extraits, ou nous avons enregistré une

forte présence des tanins dans les deux extraits (méthanolique par macération et aqueux) par rapport

à l’extrait méthanolique par Soxhlet.

Grâce à des séparations chromatographiques sur CCM, nous avons pu isoler 03 spots de

chez les trois extraits de Nigella sativa (AQ, METI et METII) qui ont été identifiés après révélation

physique et chimique la présence d’une multitude de variétés de composés phénoliques : l’acide

gallique, la quercétine et de vanilline.

Quant à l’analyse quantitative des extraits MET et AQ des graines de Nigella sativa, est

représentées par l’évaluation du contenu des phénols totaux en adoptant la méthode de Folin-

Ciocalteu, révèle que nos trois extraits contiennent principalement des polyphénols à des

concentrations dominantes. De même, nous avons dosé les flavonoïdes se qui nous mène à

remarquer leur présence dans les trois extraits en proportions différentes, où l’extrait AQ apparait le

plus riche en polyphénols avec une teneur de 2.35 μg EAg/mg d’extrait et que l’extrait METI le

plus riche en flavonoïdes avec une teneur de 1.29 μg EQ/mg d’extrait.

D'après les résultats, on peut conclure que l’étude phytochimique (qualitative et

quantitative) a démontré une richesse des graines de Nigella sativa en composés bioactifs que ce

soit dans leurs extraits aqueux (AQ) ou même dans les deux extraits méthanoliques (METI et

METII ), ce qui reste prométeux pour la valorisation de ces graines à large spectre dans le domaine

de la phytothérapie.
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Concernant l’activité antioxydante des différents extraits des graines de Nigella sativa, la

technique utilisée est la révélation chimique par le DPPH, qui a démontré que les trois extraits ont

une activité antioxydante différentes, sachant que l’extrait méthanolique par macération est le plus

actif.

D’une manière générale les trois extraits de la nigelle possèdent des propriétés

antioxydantes remarquables. Cette étude confirme scientifiquement l'usage traditionnel des graines

de Nigella sativa et révèle leur intérêt dans le cadre d'une exploitation industrielle pharmaceutique.

L’évaluation de l’activité antibactérienne des trois extraits a été déterminée par la méthode

de diffusion sur milieu gélosé vis-à-vis quatre souches bactériennes. Les résultats microbiologiques

ont montré que l’extraits AQ a une activité sur les deux souches bactériennes (Staphylococcus

aureus et Pseudomonas aeruginosa). Cependant, les deux extrais ont une activité antimicrobienne

seulement sur Pseudomonas aeruginosa, et qu’il existe une résistance des bactéries : Klebsiella

pneumoniae et Enterococcus faecali pour les trois extraits des graines de Nigella sativa.

Bien sur, ces résultats obtenus In Vitro ne constituent qu’une première étape de recherche

de nouveaux produits antimicrobiens et naturels. Des études complémentaires devant pouvoir

confirmer les performances mises en évidence.

Dans notre étude, les extraits des graines de Nigella sativa semblent présenter un intérêt

réel et potentiel par leurs activités antioxydantes et antibacteriennes qui ont été établies In Vitro.

Ces résultats restent préliminaires, Il serait intéressant de tester l'activité des fractions

chromatographiées et d’isoler les molécules qui sous tendent les diverses activités détectées dans les

différents extraits. De plus, des études complémentaires approfondies concernant l’identification

des composés phénoliques par des méthodes plus performantes sont nécessaires.

Pour mieux évaluer le pouvoir antioxydant des extraits des graines de Nigella sativa, des

études similaires In Vivo seraient intéressantes et plus prometteuse visant d’autres marqueurs

biologiques tels que l’évaluation de la peroxydation lipidique et les enzymes antioxydantes

plasmatiques et érythrocytaires. De même, des études approfondies sur la pharmacocinétique et la

pharmacodynamique de ces principes actifs seraient utiles pour la détermination des doses

préventives et thérapeutiques.
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ANNEXES
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Annexe 01 : Composition de Milieux de culture ‘Gélose Nutritive’.

 Peptone….................................................. 10g ;

 Extrait de viande .........................................5g ;

 Chlorure de sodium… ........................... 5g ;

 Gélose… ...........................................15g ;

 PH=7,2 ;

 Autoclavage 20 minutes à 120°c.

Annexe 02: Composition de Milieux de culture ‘Muller Hinton (MH)’.

 Peptone de caséine… .......................17,5g

 Amidon ..............................................1,5g

 Extrait de viande ...............................................2g

Annexe 03: Composition de l’eau physiologie.

 Chlorure de sodium… ..................................... 17g ;

 Eau distillée.................................................... 1000ml.

Annexe 04 : Droite d'étalonnage de l'acide gallique (moyenne ± SD de trois
essais)

Absorbance a 765nm

Concentration μg /ml
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Annexe 05 : Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne ± SD de trois
essais).

Annexe 06 : Activité antiradicalaire des extraits des graines de Nigella sativa, de l’extraits

méthanolique (METⅠ et METⅡ ) et l’extrait aqueux AQ (Chaque valeur représente la

moyenne de trois essais ± SD)

% Activité antiradicalaire

Concentration μg /ml

Absorbance a 765nm

METⅠ

METⅡAQ

% Activité antiradicalaire% Activité antiradicalaire

Concentration μg /ml

Concentration μg /ml
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